










Fundamentos de Genetica I 6 a edigao integra teoria e pratica, 
e apresenta um equilibrio entre novas informagoes e 
conceitos fundamentals. 

0 texto contem recursos especiais destinados a enfatizar a 
relevancia dos topicos expostos, facilitar a compreensao de 
conceitos importantes e ajudar os estudantes a avaliarem 
seus conhecimentos. 

Caracteristicas da obra 

° Boxes intitulados Problema resolvido apresentam estrategias 
para abordar e resolver questoes essenciais 

o Cada capitulo conta com tres segoes de exercicios - Exercicio, 
Autoavaliagao e Avaliagao adicional para que o leitor aplique 
a teoria estudada 

° Boxes Em foco abrangem os mais recentes avangos da Genetica 
e seus topicos mais relevantes 

° Boxes Resolva! apresentam questoes que estimulam a pesquisa 
dos temas abordados. 

Material suplementar 

o Explicagoes, passo a passo, das respostas dos problemas do 
boxe Resolva! 


° Todas as respostas da segao Autoavaliagao 
(acesso restrito a docentes). 
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■ Explicates passo a passo das respostas dos problemas do boxe 
Resolva! 

■ Todas as respostas da secao Autoavaliacdo (restrito a docentes) 

Para ter acesso a esse conteudo, que e gratuito, o docente ou leitor 
deve se cadastrar em http:/ / gen-io.grupogen.com.br. Alem disso, 
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Prefacio 



As pesquisas em genetica vem avangando rapidamen- 
te. E possivel analisar com muitos detalhes o DNA dos ge- 
nomas, mesmo os grandes, estudar as fungoes de genes 
individuals por meio de uma serie de tecnicas impressio- 
nantes, bem como modificar geneticamente organismos 
mediante introdugao de genes estranhos ou alterados em 
seus genomas. Os metodos de ensino e aprendizado da 
genetica tambem estao mudando. Muitos sao os recursos 
eletronicos para garantir acesso a informagoes e transmi- 
ti-las, midias novas e atraentes estao sendo desenvolvidas, 
e as salas de aula de diversas instituigoes estao sendo refor- 
madas para incorporar estrategias de “aprendizado ativo”. 
Esta edigao de Fundamentos de Genetica foi elaborada para 
reconhecer esses avangos cientificos e educacionais. 

Objetivos 

Fundamentos de Genetica apresenta um equilibrio entre 
novas informagoes e conceitos fundamentals. A preparagao 
desta edigao foi pautada em quatro objetivos principais: 

• Foco nos principios basicos da genetica, com apresen- 
tagao minuciosa e completa dos importantes concei¬ 
tos da genetica classica, molecular e de populagoes. 
A base solida e essencial para a compreensao dos 
avangos atuais da genetica e o reconhecimento de seu 
significado pratico. Alem disso, a extensao e a profun- 
didade da cobertura das diferentes areas da genetica - 
classica, molecular e de populagoes - tern de ser equi- 
libradas, e o volume de informagoes em permanente 
expansao na genetica tern de ser organizado por um 
modelo forte, mas flexivel, de conceitos-chave. 

• Foco no processo cientifico, mostrando como se da o 
desenvolvimento dos conceitos cientificos a partir de 
observagoes e experimentos. Esta obra apresenta mui¬ 
tos exemplos de como os principios geneticos emer- 
giram do trabalho de diferentes cientistas. A ciencia 
e enfatizada como um processo contfnuo de observa- 
gao, experimentagao e descoberta. 

• Foco na genetica humana, incorporando exemplos 
humanos e mostrando a relevancia da genetica nas 
questoes relativas a sociedade. A experiencia mostra 
que os estudantes tern interesse especial pela genetica 
da sua propria especie e que, por isso, compreendem 
com mais facilidade os conceitos complexos quando 
ilustrados com exemplos humanos. Desse modo, sem- 
pre que possivel, esses exemplos foram usados. Inclui- 
mos tambem discussoes do Projeto Genoma Humano, 
mapeamento de genes humanos, disturbios geneticos. 


terapia genica e aconselhamento genetico em todo 
o texto. Questoes como triagem genetica, analise do 
perfil de DNA, engenharia genetica, clonagem, pes- 
quisa com celulas-tronco e terapia genica incitaram 
densos debates sobre as ramificagoes sociais, jurfdicas 
e eticas da genetica. E importante que os estudantes 
sejam incluidos nas discussoes sobre essas questoes, e 
este livro garante-lhes os requisitos para tal. 

• Foco no desenvolvimento de habilidades de reflexao, 
enfatizando a analise de dados experimentais e pro- 
blemas. A genetica sempre foi um pouco diferente de 
outras disciplinas na Biologia em vista da forte enfase 
na solugao de problemas. Neste texto, a natureza ana- 
litica da genetica e detalhada de muitas maneiras - o 
desenvolvimento de principios na genetica classica, a 
discussao dos experimentos na genetica molecular e a 
apresentagao dos calculos na genetica de populagoes. 
Em todo o livro, enfatiza-se a integragao dos dados de 
observagao e experimentais com a analise logica para o 
desenvolvimento de conceitos-chave. Cada capitulo tern 
dois grupos de problemas resolvidos - a segao Exerticios, 
que contem problemas simples de aplicagao da anali¬ 
se genetica basica, e a segao Autoavaliagao , que contem 
problemas mais complexos que integram diferentes 
conceitos e tecnicas. Um conjunto de Avaliagoes adicio- 
nais acompanha os problemas resolvidos, de modo que 
os estudantes compreendam melhor os conceitos do 
capitulo e desenvolvam a capacidade de analise. Outra 
segao, Genomica na Web , apresenta questoes que podem 
ser respondidas por meio de pesquisa no site do Natio¬ 
nal Center for Biotechnology Information. Nesta segao, 
os estudantes aprendem a usar o grande repositorio de 
informagoes geneticas acessiveis no site e podem aplicar 
as informagoes em problemas especificos. Cada capitu¬ 
lo conta ainda com uma segao, Problema resolvido , que 
propoe um problema, lista os fatos e conceitos perti- 
nentes, analisa-o e apresenta sua solugao. Por fim, outra 
novidade: os boxes Resolva! garantem aos estudantes a 
oportunidade de testar a compreensao dos conceitos 
estudados. As respostas para as questoes apresentadas 
nos boxes Resolva! estao disponiveis no site http://gen- 
-io.grupogen.com.br. 

Conteudo e organizagao 
da sexta edigao 

A organizagao desta edigao de Fundamentos de Genetica 

e semelhante a anterior. O conteudo, porem, foi depu- 
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rado e atualizado para tomar possivel a atualizagao cui- 
dadosa. Ao selecionarmos o material a ser incluido nesta 
edigao, tentamos ser abrangentes, mas nao enciclopedi- 

COS. 

O texto foi dividido em 24 capitulos, um a menos 
que a edigao anterior. Os Capitulos 1 e 2 apresentam 
a ciencia da genetica, aspectos basicos da reprodugao 
celular e alguns organismos geneticos-modelo; os Capi¬ 
tulos 3 a 8 apresentam os conceitos da genetica classica 
e os procedimentos basicos da analise genetica de mi- 
crorganismos; os Capitulos 9 a 13 apresentam os topicos 
da genetica molecular, entre eles replicagao do DNA, 
transcrigao, tradugao e mutagao; os Capitulos 14 a 1/ 
abordam topicos mais avangados de genetica molecular 
e genomica; os Capitulos 18 a 21 tratam da regulagao 
da expressao genica e da base genetica do desenvolvi- 
mento, da imunidade e do cancer; os Capitulos 22 a 24 
apresentam os conceitos de genetica quantitativa, de po¬ 
pulagoes e evolutiva. 

Como nas edigoes anteriores, tentamos criar um texto 
adaptavel a diferentes formatos de curso. Muitos profes- 
sores preferem apresentar os topicos da mesma maneira 
que apresentamos, comegando com a genetica classica, 
avangando para a genetica molecular e terminando com 
a genetica quantitativa, de populagoes e evolutiva. No en- 
tanto, o texto foi elaborado de modo que os docentes 
possam apresentar os topicos em diferentes ordens. Eles 
podem, por exemplo, comegar com genetica molecular 
basica (Capitulos 9 a 13), depois apresentar a genetica 
classica (Capitulos 3 a 8), passar a topicos mais avangados 
de genetica molecular (Capitulos 14 a 21) e terminar o 
curso com a genetica quantitativa, de populagoes e evolu¬ 
tiva (Capitulos 22 a 24). Outra opgao e inserir a genetica 
quantitativa e de populagoes entre a genetica classica e a 
molecular. 

Pedagogia da sexta edigao 

O texto content recursos especiais destinados a enfati- 
zar a relevancia dos topicos expostos, facilitar a compre- 
ensao de conceitos importantes e ajudar os estudantes a 
avaliarem seus conhecimentos. 

• Narrativa de abertura do capitulo. Cada capitulo ini- 
cia-se com um breve texto que destaca o significado 
dos topicos apresentados. 

• Sumdrio do capitulo. As principals segoes sao apresen- 
tadas, de maneira conveniente, na primeira pagina de 
cada capitulo. 

• Resumo da segao. Ha um breve resumo do conteudo no 
inicio de cada segao principal do texto. Esses resumos 
introdutorios concentram a atengao nas principals 
ideias expostas no capitulo. 

• Pontos essendais. Esses recursos estao no fim de cada 
segao principal de um capitulo. O objetivo e ajudar os 
alunos a estudarem para as provas e a recapitularem as 
principals ideias do conteudo estudado. 


Em foco. Os boxes Em foco apresentam topicos espe¬ 
ciais. O conteudo desses boxes reforga ou expande 
conceitos, tecnicas ou habilidades descritos no texto. 
Ofuturo. O conteudo desses boxes destaca novas e em- 
polgantes descobertas em genetica - com frequencia, 
tema de pesquisas correntes. 

Problema resolvido. Cada capitulo conta com um boxe 
que orienta o estudante na analise e na solugao de um 
problema que inclua conteudo importante do capi¬ 
tulo. O boxe lista fatos e conceitos relevantes para o 
problema e, depois, explica como resolve-lo. 

Resolva! Cada capitulo content dois boxes Resolva! Nes¬ 
te boxe, ha sempre um problema relacionado com os 
conceitos apresentados no texto, possibilitando a ava- 
liagao da compreensao de conceitos-chave. A solugao, 
passo a passo, de cada problema esta disponivel no site 
http://gen-io.grupogen.com.br. 

Exercidos. No fim de cada capitulo, apresentamos va- 
rios problemas resolvidos para reforgar os conceitos 
fundamentais apresentados. O objetivo desses exerci¬ 
cios simples, em uma etapa, e ilustrar a analise geneti¬ 
ca basica ou destacar informagoes importantes. 
Autoavaliagao. Cada capitulo tambem tern problemas 
resolvidos mais complexos para ajudar os estudantes 
a aprimorarem a capacidade de analise e solugao de 
problemas. Os problemas dessa segao destinam-se a 
integrar diferentes conceitos e tecnicas Na analise de 
cada problema, mostramos o passo a passo da solugao. 
Avaliagao adidonal. Cada capitulo termina com um con- 
junto de questoes e problemas de dificuldades variadas, 
organizados de acordo com a sequencia de topicos no 
capitulo. As questoes e os problemas mais dificeis sao 
identificados por numeros coloridos. Esses conjuntos 
de questoes e problemas dao aos estudantes a oportuni- 
dade de compreender melhor os conceitos abordados 
no capitulo e desenvolver a capacidade de analise. 
Genomica na web. As informagoes sobre genomas, 
genes, sequencias de DNA, organismos mutantes, 
sequencias de polipeptidios, vias bioquimicas e re- 
lagoes evolutivas estao disponiveis gratuitamente em 
diversos sites na internet. A consulta a essas infor¬ 
magoes faz parte da rotina dos pesquisadores, e nos 
acreditamos que os estudantes devem se familiarizar 
com elas. Com esse objetivo, ao fim de cada capitu¬ 
lo, foi incluida uma serie de questoes que podem ser 
respondidas por consulta ao site do National Center 
for Biotechnology Information (NCBI), patrocinado 
pelo National Institutes of Health dos Estados Uni- 
dos. 

► Apmdices. Cada Apendice apresenta conteudo tecnico 
util para analise genetica. 

• Glossdrio. Nesta segao sao definidos termos importan¬ 
tes. E um otimo recurso para esclarecer alguns topicos 
e se preparar para provas. 

* Respostas. As respostas aos itens de numero impar da 
segao Avaliagao adidonal podem ser encontradas no 
fim do livro. 
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Duas moleculas filhas de DNA 
identicas a molecula parental 

Fig. 1,6 ■ Replicagao do DNA. Separagao de filamentos (em cima) e a sintese de filamentos novos 
complementares (embaixo) ocorrem de modo coordenado e processual durante replicagao do DNA. 
Aqui eles estao separados para destacar estes dois aspectos do processo geral. 


O processo de replicagao do DNA e baseado na natureza 
complementar dos filamentos que constituent as moleculas 
bifilamentares de DNA (Fig. 1.6). Esses filamentos sao man- 
tidos juntos por pontes de hidrogenio entre pares de bases 
especfficos - A pareada com TeG pareada com C. Quando 
tais ligagoes sao quebradas, os filamentos separados podem 
servir como moldes para a smtese de novos filamentos com¬ 
plementares. Os novos filamentos sao montados pela incor- 
poragao gradativa de nucleotideos opostos a nucleotideos nos 
filamentos moldes. Essa incorporagao esta de acordo com as 
regras de pareamento de bases, Assim, a seqiiencia de nucleo¬ 
tideos em um filamento que esta sendo sintetizado e ditada 
pela seqiiencia de nucleotideos do filamento molde. No final 
do processo de replicagao, cada filamento molde e pareado 
com um novo filamento complementar sintetizado. Assim, 
sao criados dois DNA bifilamentares identicos a partir da 
dupla helice original. 

O processo de replicagao do DNA nao ocorre esponta- 
neamente. Como a maioria dos processos bioquimicos, ela 
e catalisada por enzimas. Exploraremos os detalhes da re¬ 
plicagao do DNA, incluindo os papeis desempenhados por 
diferentes enzimas, no Cap. 10. 

Expressao Genica: Uso da Informa^ao Genetica 

As moleculas de DNA con tern informagdes para dirigir as 
atividades das celulas e guiar o desenvolvimento, o fun- 
cionamento e o comportamento dos organismos que sao 


feitos destas celulas. Esta informagao e codificada em se- 
qiiencias de nucleotideos dentro das moleculas de DNA do 
genoma. Entre os organismos celulares, o menor genoma 
conhecido e o de Mycoplasma genitalium: 580.070 pares de 
nucleotideos. Em contraste, o genoma humano consiste 
em 3,2 bilhoes de pares de nucleotideos. Nestes e em todos 
os outros genomas, a informagao contida dentro do DNA 
e organizada nas unidades que chamamos de genes. Um 
M. genitalium possui 482 genes, enquanto um espermato- 
zoide humano possui de 20.000 a 25.000. Cada gene e um 
trecho de pares de nucleotideos ao longo de uma mole¬ 
cula de DNA. Uma determinada molecula de DNA pode 
conter milhares de genes diferentes,, Em uma celula de M. 
genitalium , todos os genes estao situados em uma molecula 
de DNA - o unico cromossomo deste organismo. Em um 
espermatozoide humano, os genes estao situados em 23 
moleculas diferentes de DNA correspondentes aos 23 cro- 
mossomos da celula. A maioria do DNA em M. genitalium, 
compreende genes, enquanto a maioria do DNA humano 
nao, isto e, a maioria do DNA humano nao e constituida de 
genes. Vamos investigar a composigao genica e nao-genica 
dos genomas em muitas partes deste livro, especialmente 
no Cap. 16. 

Como a informagao dentro de genes individuals e orga¬ 
nizada e expressa? Esta pergunta e central na genetica, e de- 
dicaremos nossa atengao a ela nos Caps. 11, 12 e 14. Aqui, e 
suficiente dizer que a maioria dos genes contem as intrugoes 
para a sintese de proteinas. Cada proteina consiste em um ou 
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mais polipeptfdeos, que sao cadeias de aminoacidos. Os 20 
tipos diferentes de aminoacidos que ocorrem naturalmente 
podem ser combinados de mil modos para formar polipeptf¬ 
deos. Cada polipeptfdeo tern uma seqiiencia caracterfstica de 
aminoacidos. Alguns polipeptfdeos sao curtos, com apenas 
alguns aminoacidos de tamanho, enquanto outros sao enor- 
mes, com milhares de aminoacidos de tamanho. 

A seqiiencia de aminoacidos emum polipeptfdeo e especi- 
ficada por uma seqiiencia de unidades codificantes elementa- 
res dentro de urn gene. Essas unidades codificantes elementa- 
res, chamadas codons, sao trincas de nucleotfdeos adjacentes. 
Um gene tfpico pode conter centenas ou mesmo milhares de 
codons. Cada codon especifica a incorporayao de um amino¬ 
acido em um polipeptfdeo. Assim, a informayao codificada 
dentro de um gene e usada para dirigir a sfntese de um poli¬ 
peptfdeo, que em geral e chamado de produto do gene. As ve- 


zes, dependendo de como a informayao genetica e usada, um 
gene pode codificar varios polipeptfdeos; entretanto, esses po¬ 
lipeptfdeos geralmente sao todos correlates, compartilhando 
algumas seqtiencias comuns de aminoacidos. 

A expressao da informayao genetica para formar um poli¬ 
peptfdeo e um processo de duas etapas (Fig. 1.7)iPrimeira, a 
informayao contida no DNA de um gene e copiada em uma 
molecula de RNA. O RNA e montado de modo gradativo 
ao longo de um dos filamentos da dupla helice do DNA. 
Durante este processo de montagem, A no RNA faz par com 
T no DNA, G no RNA faz par com C no DNA, C no RNA 
faz par com G no DNA e U no RNA faz par com A no DNA. 
Assim, a seqiiencia de nucleotfdeos do RNA e determinada 
pela seqiiencia de nucleotfdeos de um filamento de DNA 
no gene. O processo que produz esta molecula de RNA e 
chamado transcriyao, e o proprio RNA e chamado trans- 


Gene Hb A p 


Cromossomo 
humano 11 


DNA 


— ATG GTG CAC CTG ACT 

— TAC CAC GTG GAC TGA 


CAC AAG TAT CAC TAA — 
GTG TTC ATA GTG ATT — 



V 


O Transcricao 


— AUG GUG CAC CUG ACU 
V^a- \j - 




CAC AAG UAU CAC UAA— 


Codon de infeio 
de traducao 


Trincas codons especificando aminoacidos 


Codon de fim 
de traducao 


,\A/> 

9 Traducao 



V 


••//• 


His Lis Tir His (term.) 


aA/> 

9 Remocao de metionina inicial (Met) 


V 


Aminoacido 


Val His Leu Tre 
12 3 4 


•//• 


His Lis Tir His 
143 144 145 146 


Polipeptfdeo de p-g lobina humana 


Fig. 1.7 ■ Transcricao e traducao, as etapas chaves na expressao da informacao genetica, sao ilustradas 
usando-se a sfntese de (3-globina humana, um dos polipeptfdeos constituintes da hemoglobina. Durante a 
transcricao (etapa 1), os dois filamentos do DNA estao localmente deselicoidizados, e um dos filamentos, o 
inferior mostrado aqui em destaque, serve como molde para a sfntese de um filamento complementar de 
RNA. Apos sofrer modificacoes, o mRNA (RNA mensageiro) resultante e usado como molde para a sfntese 
do polipeptfdeo de (3-globina pelo processo de traducao (etapa 2). Durante a traducao, cada trinca codon 
no mRNA especifica a incorporacao de um aminoacido na cadeia polipeptfdica. A traducao e iniciada por 
um codon de comeco, que especifica a incorporacao do aminoacido metionina (met), e e terminada por um 
codon de fim, que nao especifica a incorporacao de nenhum aminoacido. Apos a traducao estar completa, a 
metionina inicial e removida (etapa 3) para produzir o polipeptfdeo (3-globina final. 
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crito. O RNA transcrito acaba por se separar de seu DNA 
molde e, em alguns organismos, e alterado pela adigao, pela 
delegao on pela modifieagao de nucleotideos. A molecula 
terminada, chamada RNA mensageiro on simplesmente 
mRNA, content toda a informagao necessaria para a sintese 
de um polipeptideo. 

O segundo estagio na expressao da informagao de um 
gene e denominado tradugao. Neste estagio, o mRNA de 
um gene atua como um molde para a sintese de um po¬ 
lipeptideo. Cada um dos codons do gene, agora presentes 
na seqiiencia do mRNA, especifica a incorporagao de um 
determinado aminoacido na cadeia polipeptidica. Um ami¬ 
noacido e adicionado de cada vez. Assim, o polipeptideo e 
produzido gradativamente lendo os codons de uma ponta 
a outra do mRNA. Quando o polipeptideo esta pronto, ele 
se dissocia do mRNA e desempenha seu papel na celula. Al- 
guns polipeptideos sao alterados pela remogao do primeiro 
aminoacido, que geralmente e metionina, na seqiiencia. 

Nos chamamos a colegao de todas as proteinas diferentes 
em um organismo de seu proteoma. Seres humanos, com 
de 20.000 a 25.000 genes, podem ter centenas de milhares 
de proteinas diferentes em seu proteoma. Um motdvo para 
o grande tamanho do proteoma humano e que um deter¬ 
minado gene pode codificar varios polipeptideos diferentes, 
mas correlatos, e esses polipeptideos podem combinar de 
modos complexos para produzir proteinas diferentes. Outro 
motivo e que proteinas podem ser produzidas pela combina- 
gao de polipeptideos codificados por genes diferentes. Se o 
numero de genes no genoma humano e grande, o numero de 
proteinas no proteoma humano e verdadeiramente imenso. 

O estudo de todas as proteinas nas celulas - sua compo- 
sigao, as seqiiencias de aminoacidos em seus polipeptideos 
constituintes, as interagoes entre esses polipeptideos e entre 
proteinas diferentes e, logicamente, o funcionamento dessas 
moleculas complexas - e denominado proteomica. Como a 
genomica, a proteomica tern sido possibilitada por avangos nas 
tecnologias usadas para estudar genes e produtos genicos e 
pelo desenvolvimento de programas computacionais para pes- 
quisar bancos de dados e analisar seqiiencias de aminoacidos. 

Por todas estas consideragoes, fica claro que a infoma- 
gao flui dos genes, que sao compostos de DNA, para po¬ 
lipeptideos, que sao compostos de aminoacidos, por um 
intermediary, que e composto de RNA (Fig. 1.8). Assim, 


Transcricao 

Gene -► Transcrito 

(DNA) (RNA) 


Traducao 

-► Polipeptideo 

(aminoacidos) 



Fig. 1.8 ■ O dogma central da biologia molecular mostrando 
como a informagao genetica e propagada (por replicagao do DNA) e 
expressa (por transcrigao e tradugao). Na transcrigao reversa, o RNA 
e usado como um molde para a sintese de DNA. 


em sentido amplo, o fluxo de inform agoes e DNA—>RNA—> 
polipeptideo, uma progressao geralmente chamada dogma 
central da biologia molecular. Em varios capitulos, vere- 
mos circunstancias nas quais a primeira parte desta progres¬ 
sao e revertida, is to e, o RNA e usado como um molde para 
a sintese de DNA. Este processo e denominado transcrigao 
reversa, desempenha um papel importante nas atividades de 
alguns tipos de virus, incluindo o virus que causa a sindrome 
da imunodeficiencia adquirida, ou AIDS. Tambem afeta pro- 
fundamente o conteudo e a estrutura dos genoriias de muitos 
organismos, incluindo o genoma humano. 


Muta^ao: Mudanqa na Informagao Genetica 

A replicagao do DNA e um processo extremamente pre- 
ciso, mas nao e perfeito. Com uma freqiiencia baixa po- 
rem mensuravel, nucleotideos sao incorporados incorreta- 
mente a cadeias crescentes de DNA. Tais mudangas tern o 
potential de alterar ou perturbar a informagao codificada 
nos genes. Moleculas de DNA algumas vezes tambem sao 
danificadas por radiagao eletromagnetica ou por substan- 
cias quimicas. Embora o dano induzido por esses agentes 
possa ser reparado, os processos de reparo em geral dei- 
xam cicatrizes. Trechos de nucleotideos podem ser deleta- 
dos ou duplicados ou podem ser rearranjados dentro da es¬ 
trutura geral da molecula de DNA. Nos chamamos todos 
estes tipos de mudangas de mutagoes. Os genes que sao 
alterados pela ocorrencia de mutagoes sao denominados 
genes mutantes. 

Em geral, genes mutantes causam caracteristicas dife¬ 
rentes nos organismos (Fig. 1.9). Por exemplo, um dos ge¬ 
nes do genoma humano codifica o polipeptideo conhecido 
como p-globina. Este polipeptideo, com 146 aminoacidos 
de tamanho, e um constituinte da hemoglobina, a protema 
que transporta oxigenio no sangue. Os 146 aminoacidos da 
(3-globina correspondem a 146 codons no gene de (3-glo- 
bina. O sexto destes codons especifica a incorporagao de 
acido glutamico no polipeptideo. Ha muitas geragoes, na 
linhagem germinativa de algumas pessoas, o par de nucleo¬ 
tideos do meio neste codon foi alterado de A:T para T:A, e 
a mutagao resultante foi passada adiante para os descendem 
tes dessas pessoas. Essa mutagao, hoje dispersa em algumas 
populagoes humanas, alterou o sexto codon de modo que 
ele especifica a incorporagao de valina ao polipeptideo de 
P-globina. Tal mudanga aparentemente insignificante tern 
um efeito deleterio na estrutura das celulas que produzem 
e estocam hemoglobina, as hemacias. Pessoas que levam 
apenas a versao mutante do gene de P-globina tern hema¬ 
cias falcemicas, enquanto pessoas que possuem apenas a 
versao nao mutante deste gene tern hemacias em forma de 
disco. As celulas falcemicas nao transportam oxigenio efi- 
cientemente pelo corpo. Conseqiientemente, pessoas com 
hemacias falciformes desenvolvem uma doenga grave, tao 
grave que de fato podem morrer dela. Essa doenga, cha¬ 
mada anemia falciforme, e portanto relacionada com uma 
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Gene de /J-globina Gene de /3-globina de 

de adulto normal mutante falcemiccr 


DNA 


mRNA 


Polipeptideo 


Hemacias 
normals em 
> forma de disco 



Mutacao 


0 Transcricao 




—acido glutamico— 

V 

9 


0 Traducao 


—valina— 


Transporte normal 
de oxigenio 


Anemia 

falciforme 


Hemacias 

mutantes, 

falciformes 


Fig, 1.9 ■ A natureza e consequencia de uma mutacao no gene 
para (3-globina humana. O gene mutante (Hb^; em cima, a direita) 
responsavel pela anemia falciforme resultou da substituigao de urn 
unico par de base no gene de P-globina adulta ( Hbp ; em cima, a 
esquerda). A transcrigao e a tradugao do gene mutante produz urn 
polipeptideo p-globina contendo o aminoacido valina (centro, a 
direita) na posigao onde a P-globina normal contem acido glutamico 
(centro, a esquerda). A mudanga de urn unico aminoacido resulta 
na formagao de hemacias falcemicas (inferior, a direita) em vez de 
celulas normalmente discoides (inferior, a esquerda). As celulas 
falcemicas causam uma forma grave de anemia. 


mutagao no gene de p-globina. Veremos a natureza e as 
causas de mutagoes coino esta no Cap. 13. 

O processo de mutagao tem outro aspecto - ele introduz 
variabilidade no material genetico dos organismos. Com 
o tempo, os genes mutantes criados por mutagao podem 
espalhar-se em uma populagao, como o gene mutante de 
p-globina se espalhou em algumas populagoes humanas. 
dais mudangas na composigao genetica de uma populagao 
constituem a base da evolugao biologica. 

■H PONTOSIMPORTANTES 

■ Quando o DNA se replica, cada filamento da dupla helice 
serve como um molde para a sintese de um filamento com- 
plementar. 


— Q uan do a informagao genetica e expressa, um filamento do 
DNA duplex de um gene e usado como molde para a sintese de 
um filamento complementar de RNA. 

* Para a maioria dos genes, a sintese de RNA (transcrigao) gera 
uma molecula (o RNA tanscrito) que se torna um RNA mensa- 
geiro (mRNA). 

■ A informagao codificada em um mRNA e traduzida em uma 
sequencia de aminoacidos em um polipeptideo. 

■ Mutagoes podem alterar a sequencia de DNA de um gene. 

■ A variabilidade genetica criada por mutagao e a base da evolu¬ 
gao biologica. 


GENETICA E EVOLU^AO 

A genetica tem muito a contribuir para o estudo 
cientffico da evolugao. 

O registro da historia humana evolutiva perfez alguns 
milhares de anos. Artefatos, como pinturas em cavernas, 
pontas de setas, ferramentas de pedra e ossos, e outros ma¬ 
terials, dao-nos uma ideia mais profunda da vida humana no 
passado. Em algum ponto, entretanto, ate mesmo a eviden- 
cia arqueologica da atividade humana desaparece, e ficamos 
com a pergunta “Quern somos nos?” e “De onde viemos?” 
Tais perguntas sobre a identidade e a origem dos seres hu- 
rnanos nos forgam a pensar sobre nossa heranga genetica. 
Que aspectos do material genetico nos tornam humanos? 
Como esse material chegou ate nos vindo de nossos ances- 
trais.'" Ele mudou com o tempo? Nosso material genetico 
e relacionado como o de outras especies? Nossa historia e 
parte de uma historia maior da vida? 

As respostas a essas perguntas devem levar em conta a re- 
plicagao mais ou menos fiel do DNA e sua transmissao de 
geragao a geragao. Entretanto, ocorrem mutagoes, e os genes 
mutantes resultantes sao copiados e transmitidos para geragdes 
subseqiientes. Gradualmente, ao logo do tempo, mutacoes 
se acumulam no DNA, e vemos seus efeitos como diferen- 
gas entre organismos. As linhagens mendelianas de ervilhas 
possmam genes mutantes diferentes, e tambem as pessoas de 
grupos etnicos diferentes. Em quase todas as especies, pelo 
menos parte da variagao observavel tem uma base genetica 
subjacente. Na metade do seculo dezenove, Charles Dar¬ 
win e Alfred Wallace (Fig. 1.10), ambos contemporaneos 
de Mendel, propuseram que essa variagao possibilita que as 
especies mudem - isto e, evoluam - com o tempo. 

As ideias de Darwin e Wallace revolucionaram o pensa- 
mento cientffico. Elas introduziram uma perspectiva his- 
toiica na biologia e deram credibilidade ao conceito de 
que todos os seres vivos sao relacionados por descendencia 
de um ancestral comum. Entretanto, quando tais ideias 
foram propostas, o trabalho de Mendel sobre a heredita- 
riedade ainda estava em progresso, e a ciencia da genetica 
nao tinha nascido. A pesquisa na evolugao biologica foi 
estimulada quando as descobertas de Mendel vieram a luz 
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Fig. 1.10 ■ (a) Charles Darwin. ( b ) Alfred Wallace. 


no comego do seculo vinte e tiveram novo avango quando 
surgiram as tecnicas de sequenciamento do DNA, no final 
do seculo. Com o seqiienciamento do DNA, podemos ver 
similaridades e diferengas no material genetico de varios 
organismos. Na suposigao de que as sequencias de nucleo- 
tideos no DNA sao o resultado de processos historicos, 
e possivel interpretar tais similaridades e diferenc as em 
funcao do tempo. Organismos com seqiiencias de DNA 
muito similares sao descendentes de urn recente ances- 


Fig.1.11 ■ Arvore filogenetica mostrando as relagoes evolutivas 
entre 11 vertebrados diferentes. Esta arvore foi construida 
comparando-se as sequencias do gene para citocromo b, que e 
levado pelo DNA encontrado nas mitocdndrias desses animais. Os 
11 animais diferentes foram posicionados na arvore de acordo com a 
similaridade de suas sequencias do gene de citocromo b. Esta arvore 
e consistente com outras informagoes (ex., dados obtidos pelo 
estudo de fosseis), exceto no caso das posigoes de tres especies 
de peixes. O cadozete e de fato mais proximamente relacionado 
a carpa do que a truta. Essa discrepancia indica a necessidade de 
interpretar os resultados das comparagoes de sequencias de DNA 
com cuidado. 


tral comum; organismos com sequencias de DNA menos 
similares sao descendentes de um ancestral comum mais 
remoto. Usando esta logica, os pesquisadores estabelece- 
ram as relagoes historicas entre organismos (Fig. 1.11). 
Chamamos tais relagoes de uma arvore filogenetica ou, 
mais simplesmente, uma filogenia, das palavras gregas 
que significam “a origem das tribos”. 

Hoje em dia, a constnicao de arvores filogeneticas e parte 
importante do estudo da evolugao. Biologos usam os dados 
da seqiiencia do DNA dos projetos do genoma e outras pes- 
quisas, tais como o programa “Tree of Life” do United Sta¬ 
tes National Science Foundation, em combinagao com dados 
anatomicos coletados de organismos vivos e fosseis para dis- 
tinguir as relagoes evolutivas entre especies. Exploraremos a 
base genetica da evolugao nos Caps. 26;e 27. 

■■ P0NT0S IMPORTANTES 

# A evolugao depende da ocorrencia, da transmissao e da disper- 
sao de genes mutantes em grupos de organismos. 

■ A seqiiencia de dados do DNA fornece um modo para estudar 
o processo historico da evolugao. 
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NIVE1S DE ANALISE GENETICA 

Os geneticistas abordam sua ciencia por diferentes 
pontos de vista - de um gene, uma molecula de DNA 
ou uma populagao de organismos. 

A analise genetica e praticada em nfveis diferentes. 
O tipo mais antigo de analise genetica segue os passos de 
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Mendel enfocando como as caracteristicas sao herdadas 
quando linhagens diferentes de organismos sao hibridizadas. 

Um outro tipo de analise genetica segue os passos de Wat¬ 
son e Crick e as pessoas que trabalharam em varios projetos 
de genoma enfocando a constituigao molecular do material 
genetico. Outro tipo ainda de analise genetica imita Darwin 
e Wallace enfocando populates inteiras de organismos. To- 
dos estes ni'veis de analise genetica sao rotineiramente usa- 
dos em pesquisa hoje em dia. Embora os encontremos em 
locais diferentes deste livro, daremos uma breve descricao 
deles aqui. 

Genetica Ctassica 

O periodo anterior a descoberta da estrutura do DNA 
em geral e chamado de era da genetica classica. Durante 
essa epoca, geneticistas abordavam sua ciencia analisando 
os resultados de cruzamentos entre linhagens diferentes 
de organismos, como Mendel havia feito em seu trabalho 
com ervilhas. Neste tipo de analise, os genes sao identi- 
ficados estudando-se a heranga de diferengas de caracte¬ 
risticas — plantas altas de ervilhas versus plantas baixas, 
por exemplo - na prole de cruzamentos. As diferengas de 
caracteristicas sao devidas a formas alternadas de genes. 

As vezes, mais de um gene influenciam uma caractei istica, 
e algumas condigoes ambientais, como temperatura e nu- 
trigao, exercem um efeito. Tais complicagoes dificultam a 
analise da heranga. 

O enfoque classico do estudo de genes tambem pode ser 
coordenado com estudos da estrutura e do comportamento 
dos cromossomos, que sao as entidades celulares que con- 
tern os genes. Analisando os padroes de heranga, os gene 
dcistas podem localizar genes em cromossomos especificos. 
Uma analise mais detalhada permite-lhes localizar os genes 
em posigoes especificas dentro dos cromossomos, uma pratica 
chamada mapeamento cromossomico. Como esses estudos 
ehfatizam a transmissao de genes e cromossomos de uma ge- 
ragao para a seguinte, em geral eles sao chamados exercicios 
na genetica de transmissao. Entretanto, a genetica classica 
nao e limitada a analise de transmissao de genes e cromos¬ 
somos. Ela tambem estuda a natureza do material genetico 
- como ele controla as caracteristicas e como ele sofre rnuta- 
gao. Apresentamos- as caracteristicas da genetica classica nos 
Caps. 3 a 8. 

Genetica Molecular 

Com a descoberta da estrutura do DNA, a genetica en- 
trou em uma nova fase. A replicagao, a expressao e a mu- 
tagao dos genes hoje podem ser estudadas no nivel mo¬ 
lecular. Este enfoque a analise genetica passou para urn 
novo nivel quando se tornou possivel seqiienciai facil- 
mente moleculas de DNA. A analise genetica molecular 
e baseada no estudo de sequences de DNA., O conheci- 
mento de uma seqiiencia de DNA e as comparagoes com 
outras seqiiencias de DNA permitem que um geneticista 


defina um gene quimicamente. Os componentes internos 
- seqiiencias codificantes, seqiiencias reguladoras e se- 
qiiencias nao codificantes — podem ser identificados, e a 
natureza do polipeptideo codificado pelo gene pode ser 
prevista. 

Mas o enfoque molecular a analise genetica e muito 
mais que o estudo de seqiiencias de DNA. Os geneticistas 
aprenderam a cortar moleculas de DNA em pontos espe¬ 
cificos. Genes inteiros, ou trechos de genes, podem ser 
removidos de uma molecula de DNA e inseridos em ou- 
tra molecula de DNA. Essas moleculas de DNA “recom- 
binantes” podem ser replicadas em bacterias ou mesmo 
em tubos de ensaio que receberam enzimas apropriadas. 
Miligramas de um determinado gene podem ser geradas 
no laboratorio em uma tarde. Em resumo, os geneticistas 
aprenderam a manipular genes mais ou menos a vontade. 
Essa manipulagao permitiu que pesquisadores estudem fe- 
nomenos geneticos em grande detalhe. Eles aprenderam 
ate a transferir genes de um organismo para outro. Apre¬ 
sentamos exemplos de analise de genetica molecular em 
muitos dos capitulos deste livro. 

Genetica de Populates 

A genetica tambem pode ser estudada em populagoes in¬ 
teiras de organismos. Os individuos dentro de uma popu- 
lagao podem levar alelos diferentes de um gene; talvez eles 
levem alelos diferentes de muitos genes. Essas diferengas 
tornam os individuos distintos do ponto de vista gene¬ 
tico, possivelmente mesmo unicos. Em outras palavras, os 
membros de uma popula^ao variani em sua constitui^So 
genetica. Os geneticistas procuram documentar essa varia- 
bilidade e compreender seii significado. Seu enfoque mais 
basico e determinar as freqiiencias de alelos especificos em 
uma populagao e entao avaliar se tais freqiiencias mudam 
com o tempo. Caso sim, a populagao esta evoluindo. A 
avaliagao da variabilidade genetica em uma populagao e 
portanto uma base para o estudo da evolugao biologica. 
Tambem e util no esforgo para compreender a heranga 
de caracteristicas complexas, tais como tamanho do corpo 
ou suscetibilidade a doenga. Em geral, as caracteristicas 
complexas sao de consideravel interesse porque tern um 
significado do ponto de vista agricola ou medico. Nos dis- 
cutiremos a analise genetica em nivel populacional nos 
Caps. 25, 26 e 27. 

Mi PONTOS IMPORTANTES 

■ Na analise genetica classica, os genes sao estudados seguindo 
a heranga de caracteristicas em cruzamentos entre linhagens 
diferentes de um organismo. 

■ Na analise genetica molecular, os genes sao estudados me- 
diante isolamento, sequenciamento e manipulagao do DNA e 
examinando-se os produtos da ©xpressao genica. 

■ Na analise genetica de populagoes, os genes sao estudados 
avaliando-se a variabilidade entre individuos em um grupo de 
organismos. 
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A GENETICA NO MUNDO: APLICA0ES DA 
GENETICA A ESFORCOS HUMANOS 

A genetica e relevante em muitos aspectos fora do 
laboratorio de pesquisa. 

A genetica comegou em um monasterio europeu; hoje, e 
um empreendimento mundial. O sigmficado e o escopo inter- 
nacional da genetica sao evidentes nas publicacoes cientfficas 
de hoje, que destacam o trabalho de geneticistas de muitos 
pafses diferentes. Eles tambem sao evidentes na miriade de 
modos pelos quais a genetica e aplicada a agricultura, a medi- 
cina e a muitos outros interesses humanos em todo o mundo. 
Consideraremos algumas destas aplicagoes nos Caps. 15, 16, 
17, 24 e 25. Alguns dos destaques sao introduzidos adiante. 


Genetica na Agricultura 

Na epoca em que surgiram as primeiras civilizagoes, os se¬ 
res humanos ja tinham aprendido a cultivar plantas e criar 
rebanhos. Eles tambem tinham aprendido a melhorar seus 
plantios e criagoes de animais por cruzamento seletivo. Esta 
aplicagao pre-mendeliana dos principios geneticos teve po- 
derosos efeitos. Por milhares de geragoes, especies de plantas 
e animais domesticados tornaram-se muito diferentes de seus 
ancestrais selvagens. Por exemplo, o gado mudou de aspecto 
e comportamento (Fig. 1.12), e o milho, que e descendente 
de uma grammea chamada teosinto (Fig. 1.13), mudou tanto 
que nao pode mais desenvolver-se sem o cultivo humano. 

Os programas de cruzamentos seletivos, hoje baseados na 
teoria genetica, continuam a ter papeis importantes na agricul¬ 
tura. \ ariedades com alta produtividade de trigo, milho, arroz 
e muitas outras plantas foram desenvolvidas por criadores para 
alimentar a populagao humana crescente. Tecnicas de repro- 
dugao seletiva tambem foram aplicadas a animais tais como 
gado de corte e leiteiro, sumos e ovelhas e a plantas horticultu- 
rais tais como arvores, gramas e flores de jardim. 

Comegando nos anos 1980, os enfoques classicos de 
cultivo e criagao foram suplementados, e em alguns casos 
suplantados, por enfoques de genetica molecular. Foram 
construidos mapas geneticos detalhados de cromossomos de 
\ arias especies para destacar genes de significado na agricul¬ 
tura. Localizando genes para caracteristicas tais como pro- 



Fig. 1.13 S Espigas de milho (direita) e seu ancestral, teosinto 
(esquerda). 


dugao de graos ou resistencia a doengas, os criadores agora 
podem criar esquemas para incorporar determinados alelos 
a variedades na agricultura. Tais projetos de mapeamento 
foram feitos intensamente e para uma especie, o arroz, cul- 
minaram no seqiienciamento completo do genoma. Outros 
cultivos e projetos de seqiienciamento genomico ainda es- 
tao em andamento. Ibdos os tipos de genes potencialmente 
uteis estao sendo identificados e estudados nesses projetos. 

Criadores de plantas e animais tambem estao empregando 
as tecnicas de genetica molecular para introduzir genes de 
outras especies no cultivo de plantas e criagao de animais. 
Este processo de mudanga da constituigao genetica de um 
organismo foi inicialmente desenvolvido usando-se especies 
de teste tais como as moscas-das-frutas. Hoje, e amplamente 
usado para aumentar o material genetico de muitos tipos de 
criaturas. Plantas e animais que foram alterados pela intro- 
dugao de genes exogenos sao chamados GMO, organismos 
geneticamente modificados. O milho BT e um exemplo. 
Muitas variedades de milho que crescent hoje nos USA levam 
um gene da bacteria Bacillus thuringiensis. Este gene codifica 
uma protefna que e toxica para muitos insetos. As linhagens 
de milho que levam o gene para toxina BT sao resistentes a 
ataques pela broca do milho europeu, um inseto que causou 


Fig. 1.12 ■ Ragas de gado de corte. 
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Fig. 1.14 ■ ( a ) Broca do milho europeu 
comendo o pediculo de uma planta de milho. 
( b ) Comparaqao (ado a lado de pediculos 
de milho de plantas que sao resistentes (em 
cima) e suscetiveis (em baixo) a broca do 
milho. A planta resistente expressa um gene 
para uma proteiha inseticida derivada de 
Bacillus thuringiensis. 


um enorme dano no passado (Fig. 1.14). Assim, as plantas de 
milho BT produzem seu proprio inseticida. 

O desenvolvimento e o uso de GMO levantou uma con- 
troversia mundial. Por exemplo, paises africanos e europeus 
tern relutado em cultivar milho BT ou comprar milho BT 
cultivado nos EUA. Sua relutancia e devida a varios fatores, 
incluindo o conflito de interesses de pequenos fazendeiros e 
giandes corporagoes de agricultura, bem como preocupagoes 
quanto a seguranga de consumir alimentos geneticamente 
modificados. Ha tambem uma preocupagao de que o milho 
BT possa matar especies inofensivas de insetos tais como bor- 
boletas e abelhas. Avangos na genetica molecular tern forne- 
cido as ferramentas e os materiais para mudar profundamente 
a agricultura. Hoje em dia, os que elaboram as poh'ticas estao 
lidando com as implicagoes dessas novas tecnologias. 

Genetica na Medicina 

A genetica classica forneceu aos medicos uma longa lista de 
doengas que sao causadas por genes mutantes. O estudo des- 
tas doengas comegou logo apos a redescoberta do trabalho 
de Mendel. Em 1909, Sir Archibald Garrod, um medico e 
bioquimico ingles, publicou um livro chamado Erros Inatos 
do Metabolismo. Nesse livro, Garrod documentou a maneira 
como anomalias metabolicas podem estar associadas a alelos 
mutantes. Sua pesquisa foi fundamental, e nas decadas se- 
guintes foram identificados e catalogados grandes numeros 
de disturbios herdados. A partir desse trabalho, os medicos 
aprenderam a diagnosticar doengas geneticas, a segui-las nas 
familias e a prever as chances de que determinadas pessoas 
possam herda-las. Hoje em dia muitos hospitais e clmicas 
tern profissionais conhecidos como consultores geneticos 
que sao treinados para orientar pessoas quanto aos riscos de 
herdar ou transmitir doengas geneticas. Discutiremos alguns 
aspectos da consulta genetica no Cap. 3. 

Doengas geneticas como as que Garrod estudou sao bas- 
tante raras na maioria das populagoes. Por exemplo, entre 
neonatos, a incidencia de fenilcetonuria, um disturbio do 
metabolismo de aminoacidos, e de apenas um em 10.000. 
Entre tan to, genes mutantes tambem contribuem para doen¬ 
gas humanas rnais prevalentes — doengas cardfacas e Cancer, 
por exemplo. No Cap. 25, exploraremos modos de avaliar 
riscos geneticos para caracteristicas complexas tais como 
suscetibilidade a doenga cardiaca e no Cap. 24 investigate- 
mos a base genetica do cancer. 


Os avangos em genetica molecular estao fornecendo novos 
modos de detectar genes mutantes em pessoas. Testes diag¬ 
nostics baseados em analise do DNA hoje estao prontamente 
dispomveis. Por exemplo, um laboratorio hospitalar pode tes- 
tar uma amostra de sangue ou um swab de bochecha quanto a 
presenga de um alelo mutante do gene BRCA1, que predispoe 
fortemente seus possuidores a desenvolver cancer de mama. 
Se uma mulher river o alelo mutante, ela pode ser alertada a 
fazer mastectorrua para evitar que ocorra cancer de mama. Ela 
tambem pode ser alertada a nao ter filhos, pois cada filho teria 
um risco de 50% de herdar o alelo mutante BRCA1. A apli- 
cagao destas novas tecnologias de genetica molecular levanta, 
portanto, questoes dificeis para as pessoas envolvidas. 

A genetica molecular tambem esta fornecendo novos meios 
de tratar doengas. Por decadas, diabeticos receberam insulina 
obtida de animais, geralmente porcos. Hoje, a insulina hurnana 
perfeita e produzida em bacterias que possuem o gene da insu¬ 
lina humana. Tanques destas celulas produzem o polipeptfdeo 
da insulina em escala industrial (Fig. 1.15). O hormonio de 



blS U Foto de um fermentador cultivando bacterias em larga 
escala. 
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UM MARCO NA JENETKA: <X»X174, o Primeiro Genoma Sequenciado do DNA 


As vezes, a vida e simples. Um virus e uma forma de vida que con 
siste em um pouco mais que um acido nucleico, seja RNA ou DNA, 
e alguns tipos de proteinas. O acido nucleico, que e encapsulado 
por um subgrupo de proteinas, e o genoma do virus. Ele contem 
genes que sao necessarios para formagao e propagagao do virus. A 
maioria dos genomas virais sao pequenos, e o do virus conhecido 
como <£>X174 e um dos menores. 

O <1>X174 infecta Escherichia coli, uma bacteria que vive na- 
turalmente no intestino humano. O genoma do <f>X174 consiste 
em DNA, mas, ao contrario do DNA de £. coli e seu hospedeiro 
humano, o <t>X174 e unifilamentar. Esta molecula unifilamentar 
pode agir como um molde para a sintese de um filamento com- 
plementar. Ela o faz apos entrar em uma E. coli, e tambem o faz 
in vitro, isto e, em tubo de ensaio, desde que um pesquisador for- 
nega cada um dos quatro nucleotideos, uma enzima que sintetiza 
DNA e um pequeno filamento de DNA que seja complementar a 
um segmento do DNA do <f>X174. Esse curto filamento de DNA 
serve como primer para iniciar o processo de sintese de DNA no 
molde de <I>X174. 

Nos anos 1970, quimicos e bioquimicos tentaram desenvolver 
meios para sequencer genomas virais. Foram empregadas muitas 
estrategias diferentes, e o genoma do c t>X174 tornou-se um caso de 
teste. Por varios anos, Frederick Sanger (Fig. 1) e seus colegas do MRC 
Laboratory of Molecular Biology na Cambridge University no Reino 
Unido trabalharam no problema de sequenciamento do genoma do 
(J>X174. Seu enfoque foi sintetizar DNA in vitro usando DNA viral 
como molde e entao analisar os produtos quanto a posigao de nu¬ 
cleotideos individuals. Foi um trabalho arduo. Em fevereiro de 1977, 
eles publicaram uma sequencia quase completa de 5.375 nucleoti¬ 
deos com base em seus resultados com uma tecnica chamada me- 
todo do mais e menos” pois envolvia adicionar ou subtrair nucleoti¬ 
deos individuals de uma mistura de reagao in vitro. Em uma reflexao 
sobre seu trabalho, Sanger e seus colaboradores escreveram: 

Como em outros metodos de sequenciamento de acidos nu- 
cleicos, a tecnica de mais e menos usada por si so nao pode 
ser vista como um sistema totalmente confiavel, e erros oca- 
sionais podem ocorrer. Tais erros e incertezas so podem ser 
eliminados por experimentos mais trabalhosos, e, embora 
grande parte da sequencia tenha sido confirmada, provavel- 
mente ainda esperaremos muito tempo antes que possa ser 
estabelecida a sequencia completa. Nao estamos certos de 
que ha qualquer justificativa cientifica para estabelecer cada 
detalhe e, como achamos que os resultados podem ser uteis 
para outros pesquisadores, foi decidido publicar a sequencia 
em sua presente forma. 1 

E assim eles fizeram. Os dados da sequencia foram apresentados 
em duas paginas que, devido ao modo no qual a publicagao foi im- 

^anger, F, G.M. Air, B.G. Barrell, N.L. Brown, A.R. Coulson, J.C. Fields, C.A. Hut¬ 
chison III, P.M. Slocombe, e M. Smith. 1977. Nucleotide sequence of bacterio¬ 
phage <t>X174 DNA. Nature 265:687-695. 



Fig. 1 H Frederick Sanger, que desenvolveu tecnicas para 
sequenciamento de moleculas de DNA. Por seu trabalho, Sanger 
compartilhou o Premio Nobel de Quimica em 1980. 


pressa, ficaram bem no meio do trecho citado anteriormente. As¬ 
sim, os dados foram inseridos em uma desculpa por seu resumo. 

A despeito desse resumo, os dados sobre o DNA do <E>X174 
foram mais amplos que quaisquer dados de sequencia que ha- 
viam sido coletados. Eles revelaram a estrutura detalhada de nove 
genes no genoma do virus e mostraram que quase todo o DNA 
do <bX174 era genico. Como os autores notaram, “A caracteristica 
mais marcante do DNA do <f ) X174 e o modo em que varias fungoes 
do genoma estao comprimidas dentro de 5.375 nucleotideos.'’ De 
fato, dois dos nove genes foram encontrados residindo dentro de 
dois outros genes. Assim, no genoma do <1>X174 havia genes dentro 
de outros genes, um fenomeno que ninguem tinha visto antes. 
Discutiremos esta descoberta no Cap. 14 quando considerarmos 
os modos pelos quais os genes podem ser definidos. 

Em dezembro de 1977, Sanger e dois de seus colegas relataram 
uma nova tecnica de sequenciamento do DNA. 3 Ela e baseada no 
modo da terminagao da sintese do DNA in vitro em nucleotideos 
especificos — por exemplo, em locais onde uma A deveria ser 
incorporada a cadeia crescente de DNA ou em locais onde uma 
T deveria ser incorporada. Analisando os tamanhos das cadeias 
produzidas nessas condigoes, Sanger e seus colegas puderam 
identificar os locais de todas as A, todas as T, e assim por diante. 
A tecnica de termino da cadeia foi uma grande melhoria em re- 
lagao aos metodos anteriores que eram usados para sequencer o 
DNA, incluindo o metodo de mais e menos que havia fornecido a 
maioria dos dados da sequencia do c]>X174. Sanger e seus colegas 
imediatamente usaram o novo metodo para esclarecer as incer- 

2 lbid. 

danger, F., S. Nicklen, e A.R. Coulson. 1977. DNA sequencing with chain¬ 
terminating inhibitors. Proc. Natl. Acad. 5c/. USA 74:5463-5467. 
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tezas deixadas pelo trabalho anterior. Em 1978, eles publicaram a 
sequencia completa do genoma do 0X174, um total de 5.386 nu- 
cleotideos. 4 Nesta epoca, entretanto, os leitores estavam menos 
interessados na sequencia real do que na tecnica que tinha sido 
usada para obte-la. A tecnica de termino de cadeia de Sanger tor- 
nou-se o metodo padrao para sequenciar o DNA. Ainda e usada 
hoje. No Cap. 15, discutiremos este metodo de sequenciamento 
de DNA e no Cap. 16 veremos como ele foi aplicado para sequen¬ 
ciar genomas muito maiores que o genoma do 0X174. Sem esta 
tecnica, os varios projetos do genoma, incluindo, logicamente, o 
projeto do genoma humano, nunca teriam sido materializados. 

4 Sanger, F., A.R. Coulson, T. Friedmann, G.M. Air, B.G. Barrell, N.L. Brown, J.C. 
Fields, C.A. Hutchison III, P.M. Slocombe, e M. Smith. 1978. The nucleotide 
sequence of bacteriophage 0X174 .J. Molec. Biol. 125:225-246. 


Os avangos cientificos em geral dependem do desenvolvi- 
mento de tecnicas chaves. A tecnica de termino de cadeia, 
de Sanger, para sequenciar o DNA e um exemplo. Voce pode 
pensar em outros exemplos? 

2. Os virus podem parecer simples, mas sua organizagao gene- 
tica pode ser complexa. O 0X174 tern dez genes, e nao nove 
como a equipe de Sanger originalmente pensou, e tres desses 
genes estao totalmente inseridos em outros genes. Pelo que 
voce sabe sobre o modo pelo qual a informagao genetica e 
codificada e expressa, como um gene pode estar totalmente 
contido dentro de outro gene? Que desafios o arranjo gene- 
dentro-de-outro-gene cria para a evolugao de um virus como 
o 0X174? 


UM MARCO NA (jENETICA (continual) 


QUESTOES PARA DISCUSSOES 


cresdmento humano, antes isolado de cadaveres, tambem e 
produzido em bacterias. Este hormonio e usado para tratar 
criangas que nao podem produzir quantidades suficientes do 
hormonio porque possuem um alelo mutante do gene do hor¬ 
monio de cresdmento. Sem a ajuda do hormonio, tais criangas 
seriam afetadas por nanismo. Muitas outras protemas de impor¬ 
tance medica hoje sao rotineiramente produzidas em bacterias 
que foram transformadas com o gene humano apropriado. A 
produgao em larga escala de tais protemas e um aspecto da 
crescente industria de biotecnologia. Exploraremos modos de 
produzir protemas humanas em bacterias no Cap. 15. 

A terapia genica humana e outro modo pelo qual tecno- 
logias geneticas moleculares sao usadas para tratar doen- 
gas. A estrategia neste tipo de terapia e inserir uma copia 
saudavel funcional de um determinado gene em celulas de 
uma pessoa que so tern copias mutantes deste gene. O gene 
inserido pode entao compensar os genes defeituosos que a 
pessoa herdou. Hoje em dia, a terapia genica humana teve 
resultados mistos. Os esforgos para curar indivfduos com 
fibrose cfstica (CF), um grave disturbio respiratorio, intro- 
duzindo copias do gene CF normal em celulas pulmonares 
nao tiveram sucesso. Entretanto, medicos geneticistas tive- 
ram algum sucesso em tratar disturbios do sistema imuno- 
logico e de celulas sangumeas introduzindo os genes nor- 
mais apropriados em celulas da medula ossea, que depois se 
diferenciam em celulas imunologicas e celulas sangumeas. 
Discutiremos o surgimento de tecnologias para terapia ge¬ 
nica humana e alguns dos riscos envoividos no Cap. 17. 

Genetica na Sociedade 

As sociedades modernas dependem muito da tecnologia que 
emerge de pesquisas nas ciencias basicas. Nossas industrias 


e servigos estao construindo tecnologias para produgao em 
massa, comunicagao instantanea e incriveis processamentos 
de informagao. Nossos estilos de vida tambem dependem 
dessas tecnologias. Em um nfvel mais fundamental, as socie¬ 
dades modernas estao baseadas na tecnologia para fornecer 
alimentos e cuidados de saude. Nos ja vimos como a gene¬ 
tica esta contribuindo para estas importantes necessidades. 
Entretanto, a genetica tern impacto na sociedade tambem de 
outras maneiras. 

Uma maneira e a economica. As descobertas das pesquisas 
geneticas iniciaram inumeros aspectos comerciais na industria 
de biotecnologia. As empresas que fabricam produtos farma- 
ceuticos e testes diagnosticos, ou que fornecem servigos tais 
como perfis de DNA, tern contribuido para o crescimento 
economico mundial. Outra maneira e a legal. As seqiiencias 
de DNA diferem entre pessoas, e, analisando tais diferengas, 
as pessoas podem ser identificadas como unicas. Tais analises 
hoje sao rotineiramente usadas em muitas situagoes - para 
testes de paternidade, para condenar culpados e inocentar 
pessoas de crimes dos quais foram acusadas, para autenticar 
pedidos de herangas e para identificar os mortos. Evidencias 
baseadas na analise do DNA hoje sao de uso comum em tri- 
bunais de todo o mundo. 

Mas o impacto da genetica vai alem dos aspectos mate- 
riais, comerciais e legais de nossas sociedades. Ele atinge o 
cerne de nossa existencia, pois, afinal, o DNA, o tema da ge¬ 
netica, e uma parte crucial de nos. As descobertas da genetica 
criam profundas, diffceis e as vezes perturbadoras questoes 
existenciais. Quern somos nos? De onde viemos? A consti- 
tuigao genetica determina nossa natureza? nossos talentos? 
nossa capacidade de aprender? nosso comportamento? Ela 
tern um papel em estabelecer nossos habitos? Ela afeta os 
meios de organizagao de nossa sociedade? Ela influencia 
nossas atitudes em relagao a outras pessoas? O conheci- 
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mento de nossos genes e de como eles nos influenciam afeta 
nossas ideias sobre moralidade e justica, inocencia e culpa, 
liberdade e responsabilidade? Esse conhecimento muda a 
maneira como pensamos sobre o que significa ser humano? 
Gostemos ou nao, estas e outras duvidas nos aguardam em 
um futuro nao muito distante. 


■M PONTOS iMPORTANTES 

■ As descobertas na genetica estao mudando procedimentos e 
praticas na agricultura e na medicina. 

9 Os avangos na genetica estao criando duvidas eticas, legais, 
politicas, sociais e filosoficas. 


Exercicios Basicos 


llustram a analise genetica basica. 


1. Como a informagao genetica e expressa nas celulas? 

Resposta: A informagao genetica e codificada em seqiiencias no 
DNA. Inicialmente, essas seqiiencias sao usadas para sintetizar 
um RNA complementar a elas, um processo chamado trans- 
crigao, e entao o RNA e usado como molde para especificar a 
incorporagao de aminoacidos na seqiiencia de um polipeptideo, 
um processo chamado tradugao. Cada aminoacido no polipepti¬ 
deo corresponde a uma seqiiencia de tres nucleotfdeos no DNA. 
As trincas de nucleotfdeos que codificam aminoacidos diferen- 
tes sao chamadas codons. 


2. Qual o significado evolutivo de uma mutagao? 

Resposta: A mutagao cria uma variagao nas seqiiencias de DNA 
dos genes (e tambem nos componentes nao geneticos dos geno- 
mas). Essa variagao acumula-se nas populagoes de organismos 
com o tempo e pode acabar por produzir diferengas observaveis 
entre os organismos. Uma populagao pode vir a diferir de outra 
de acordo com os tipos dc mutagoes que se acumularam com 
o tempo. Assim, a mutagao fornece o impulso para resultados 
evolutivos diferentes na populagao. 


Testar Seus Conhecimentos 


Integra conceitos e tecnicas diferentes. 


1. Suponha que um gene con tern 10 codons. Quantos nucleotf¬ 
deos codificantes o gene contem? Quantos aminoacidos se es- 
pera estar presentes nesse produto polipeptfdico? Entre todos 
os possfveis genes compostos de 10 codons, quantos polipeptf- 
deos diferentes poderiam ser produzidos? 

Resposta: O gene possui 30 nucleotfdeos codificantes. Es- 
pera-se que seu produto polipeptfdico contenha 10 aminoa¬ 


cidos, cada um correspondendo a um dos codons no gene. Se 
cada codon pode especificar um de 20 aminoacidos de ocor- 
rencia natural, entre todas as possfveis seqiiencias de genes 
com 10 codons de tamanho, podemos imaginar um total de 
20 produtos polipeptfdicos, um numero verdadeiramente 
enorme! 


“ Questoes e Problemas A _ 

1 . 1 . Em poucas frases, quais eram as ideias principals de Mendel 
sobre a heranga? 

1.2. Tanto o DNA quanto o RNA sao compostos de nucleotfdeos. 
Que moleculas se combinam para formar um nucleotfdeo? 

1.3. Que bases estao presentes no DNA? Que bases estao pre¬ 
sentes no RNA? Que agucares estao presentes em cada um 
destes acidos nucleicos? 

1.4. O que e um genoma? 

1.5. A seqiiencia de um filamento de DNA e ATTGCCGTC. 
Se este filamento servir como molde para a sfntese de DNA, 
qual sera a seqiiencia do filamento recem-sintetizado? 


compreensao e desenvolvem as habilidades analiticas. 

1.6. Um gene contem 141 codons. Quantos nucleotfdeos estao 
presentes na seqiiencia codificante do gene? Quantos amino¬ 
acidos se espera estar presentes no polipeptideo codificado 
por este gene? 

1.7. O filamento molde de um gene que esta sendo transcrito 
e CTTGCCAGT. Qual sera a seqiiencia do RNA feito a 
partir deste molde? 

1.8. Qual a diferenga entre transcrigao e tradugao? 

1.9. O RNA e sintetizado usando um molde de DNA. O DNA al- 
guma vez e sintetizado usando o RNA como molde? Explique. 

1 . 10 . A anemia falciforme e causada por uma mutagao em um dos 
codons no gene para (3-globina; devido a esta mutagao, o 
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sexto aminoacido no polipeptfdeo de p-globina e uma valina 
em vez de um acido glutamico. Um tipo menos grave de 
anemia e causado por uma mutagao que troca este mesmo 
codon por um que especifica lisina como o sexto aminoacido 
no polipeptfdeo de p-globina. Que palavra e usada para des- 
crever as duas formas mutantes deste gene? Voce acha que 
uma pessoa que tenha estas duas formas mutantes do gene 
de P-globina sofreria anemia? Explique. 

1.11. O gene para a-globina esta presente em todas as especies 
de vertebrados. Durante milhoes de anos, a seqiiencia de 
DNA deste gene mudou na linhagem de cada especie. 
Conseqiientemente, a seqiiencia de aminoacidos de a- 
globina tambem mudou nessas linhagens. Entre as 141 
posigoes de aminoacidos neste polipeptideo, a a-globina 
humana difere da de tubarao em 79 posigoes; difere da 


de carpa em 68; e difere da de vaca em 17. Estes dados 
sugerem uma filogenia evolutiva para tais especies de ver¬ 
tebrados? 

1.12. A hemofilia e um disturbio hereditario no qual o meca- 
nismo de coagulagao do sangue e defeituoso. Devido a 
este defeito, pessoas com hemofilia podem morrer de cor- 
tes ou contusoes, especialmente se forem lesados orgaos 
internos tais como figado, pulmoes ou rins. Um metodo 
para tratamento envolve injetar um fator de coagulagao 
que foi purificado de doadores de sangue. Esse fator e 
uma protefna codificada por um gene humano. Sugira um 
modo pelo qual a moderna tecnologia genetica poderia 
ser usada para produzir este fator em escala industrial. 
Existe um modo pelo qual o erro inato da hemofilia possa 
ser corrigido pela terapia genica humana? 



CAPtTULO 

Reprodu^ao (elulare 
Organismos Geneticos Modeios 


Topicos 

■ Celulas e Cromossomos 

■ Mitose 

■ Meiose 

■ Genetica no Laboratories 
Uma Introdu^ao a Alguns 
Organismos Modeios de 
Pesquisas 



Dolly, o primeiro mamffero clonado. 


Dolly 

As ovelhas vivem nos campos da Escocia ha seculos. As Finn Dorsets e as Scot¬ 
tish Blackfaces sao algumas das raqas criadas la pelos pastores. A cada prima- 
vera, as ovelhas que foram concebidas durante o outono nascem. Elas crescem 
rapidamente e vivem em rebanhos ou em criadouros. No inicio de 1997, uma 
ovelha diferente de qualquer outra veio ao mundo. Essa ovelha, chamada Dolly, 
nao teve um pai, mas ela teve tres maes; alem disso, seus genes eram identicos 
aos de uma de suas maes. Em uma palavra, Dolly era um clone. 

Cientistas do Roslin Institute perto de Edimburgo, Escocia, produziram Dolly 
ao fusionar um ovocito de uma femea Blackface (a celula mae do ovocito) com 
uma celula da ubere de uma femea Finn Dorset (a mae genetica). O material 
genetico do ovocito da femea Blackface tinha sido removido antes da fusao 
do ovocito com a celula do ubere. Subsequentemente, o novo “zigoto” foi 
estimulado a se dividir. Ele produziu um embriao, que foi implantado no utero 
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CELULAS E CROMOSSOMOS 

Tanto nas celulas procarioticas quanto nas eucarioticas 
O material genetico e organizado 
em cromossomos. 

^ os,a o- M • 

Na primeira parte do seculo dezenove, 
algumas decadas antes que Gregor 
Mendel fizesse seus experimentos com 
ervilhas, biologos estabeleceram o prin- 
. , ,. . A1 c ipio de que os seres vivos sao compos- 

os de celulas. Alguns organismos consistem em apenas uma 
celula. Outros consistem em trilhoes de celulas. Cada celula 
e uma reumao complicada de moleculas que podem adquirir 
materials, obter e estocar energia e desempenhar atividades di- 
versas, inclumdo reproduce. As formas mais simples de vida 
os virus, nao sao compostos de celulas. Entretanto, os virus de- 
vem penetrar em celulas para poder desempenhar sua foncao 
Assim, toda vida tern uma base celular. Como prepara ? ao para 
nossa jornada atraves da ciencia da genetica, agora vamos rever 
biologia das celulas. Tambem discutiremos os cromossomos 
as estruturas celulares nas quais residem os genes. 

0 Ambiente Celular 

As celulas vivas sao feitas de muitos tipos diferentes de mo¬ 
leculas. A mais abundante e a agua. Moleculas pequenas 
como sais, agucares, aminoacidos e algumas vitaminas, pron- 
tamente se dissolvem em agua, e algumas moleculas maio- 
res mteragem favoravelmente com ela. Todos estes tipos de 
substancias sao ditas hidrofflicas. Outros tipos de moleculas 
nao mteragem bem com a agua. Elas sao ditas hidrofobi- 
cas. O interior de uma celula, chamado citoplasma, content 
tanto substancias hidrofflicas quanto hidrofobicas 

As moleculas que constituent as celulas sao diferentes em 
estrutura e fungao. 


Os carboidratos tats como amido e glicogenio estocam 
energia quimica para trabalho dentro das celulas. Essas 

Mbu„Tj2 Sa rT POSMS d, i gliCOSe ’ um simples. As 

ajbumdadesde glicose sao ligadas mnas as outras para for- 

ar cadeias longas, ou polfmeros. As celulas obtem enemia 
quando as moleculas de glicose liberadas dessas cadeias So 
quimicamente degradadas em compostos mais simples e fi- 
rtalmente, em dioxido de carbono e agua. As celulas tambem 
possuem uma vanedade de lipideos. Tais moleculas sao for- 

c m omnos P rn r mtCTa?6eS qufmicas entre g^erol, um pequeno 
p orgamco e compostos orgamcos maiores chama- 

dos acidos graxos. Os lipideos sao constituintes importantes 
de muitas estruturas dentro das celulas. Eles tambem ser- 
vem como femes de energia. Proteinas sao as mais diver- 
sas moleculas dentro das celulas. Cada proteina consiste em 
um ou mais polipeptideos, que sao cadeias de aminoacidos 
Oeralmente uma proteina consiste em dois polipeptideos e 
esta protema e um dimero; as vezes, a proteina consiste em 
mu, os polipeptideos, isto e, e um multimero. Dentro das 
celulas, as proteinas sao componentes de muitas estruturas 
i erentes. Elas tambem catalisam rea f oes quimicas. Cha- 
mamos tais proteinas cataliticas de enzimas. As celulas tam¬ 
bem content acidos nucleicos, DNA e RNA, os quais, como 
desento no Cap. 1, sao essenciais para a vida. 

As cehdas sao circundadas por uma fina camada chamada 
embrana. Muitos tipos diferentes de moleculas consti¬ 
tuent as membranas celulares; entretanto, os constituintes 
primaries sao lipideos e proteinas. Membranas tambem es- 

Do 0 de P md nte ti S Cdlul3S - EsS3S membr ^as internas 

P nt dmdn a celula em compartimentos ou podem aju- 

dar a formar estrumras especializadas chamadas organelas 

As membranas sao fluidas e flexiveis. Muitas das moleculas 

dentro de uma membrana nao sao rigidamente mantidas no 

lugar por for ? as quimicas fortes. Conseqiientemente, elas 

sao capazes de deshzar umas sobre as outras no que seria um 

mar molecular em constante mudan ? a. Alguns tipos de ce- 

U as sao circundadas por paredes rigidas, que sao extemas a 
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membrana. As paredes das celulas vegetais sao compostas de 
celulose, um carboidrato complexo. As paredes das bacterias 
sao compostas de um tipo diferente de material chamado 
murema. 

As paredes e as membranas separam os conteudos de uma 
celula do mundo externo. Entretanto, elas nao a vedam. Tais 
estruturas sao porosas a alguns materials e permitem seleti- 
vamente que outros materiais passem atraves delas por ca- 
nais e comportas. O transporte de materiais nas paredes e 
membranas e atraves delas e uma atividade importante das 
celulas. As membranas celulares tambem contem moleculas 
que interagem com materiais no ambiente externo da celula. 
Tais moleculas dao as celulas informagoes vitais sobre con- 
digoes no ambiente e tambem medeiam atividades celulares 
importantes. 

Celulas Procarioticas e Eucarioticas 

Quando examinamos o mundo vivo, encontramos dois tipos 
basicos de celulas: procarioticas e eucarioticas (Fig. 2.1). As 
celulas procarioticas em geral tern menos de um milesimo 
de milimetro de tamanho e tipicamente nao tern um sistema 
complicado de membranas internas e organelas membrano- 
sas. Seu material hereditario, isto e, o DNA, nao e isolado 
em um compartimento subcelular especial. Os organismos 
com este tipo de organizagao celular sao chamados proca- 
riontes. Exemplos incluem as bacterias, que sao as formas 
de vida mais abundantes no planeta, e as archaea, que sao 
encontradas em ambientes extremos tais como lagos salga- 
dos, aguas quentes e material vulcanico de alto mar. Todos 
os outros organismos - plantas, animais, protistas e fungos 
- sao eucariontes. 

As celulas eucarioticas (Fig. 2.2) sao maiores que as ce¬ 
lulas procarioticas, em geral pelo menos 10 vezes maiores, 



(*) 


Fig. 2.1 ■ [a) Eletromicrografia da bacteria Escherichia coli, um 
procarionte, dividindo-se em duas celulas. O material claro dentro 
das celulas e onde esta situado o DNA. (b) Eletromicrografia de um 
leucocito humano mostrando o nucleo (grande area escura), que 
e caracteristico de celulas eucarioticas. O material de cor clara 
dentro do nucleo constitui os cromossomos, que nao podem ser 
vistos individualmente pois nao se condensaram na preparagao 
para a divisao celular. Os pequenos circulos azuis sao mitocondrias, 
e as estruturas finas que parecem atravessa-las sao membranas 
mitocondriais. 


e possuem sistemas complicados de membranas internas, al- 
gumas das quais estao associadas a organelas conspicuas. Por 
exemplo, as celulas eucarioticas contem tipicamente uma ou 
mais mitocondrias, que sao organelas elipsoides dedicadas 
a obtengao de energia dos alimentos. As celulas de algas e 
plantas contem um outro tipo de organela para obtengao de 
energia chamada cloroplasto, que capta energia solar e a con- 
verte em energia qufmica. Tanto as mitocondrias quanto os 
cloroplastos sao circundados por membranas. 

Um marco de todas as celulas eucarioticas e que seu ma¬ 
terial hereditario esta contido dentro de uma estrutura deli- 
mitada por membrana chamada nucleo. Dentro do nucleo, 
o DNA e organizado em estruturas distintas chamadas cro¬ 
mossomos. Os cromossomos individual podem ser visiveis, 
dependendo de quando a celula e examinada. Nas celulas 
procarioticas, o DNA geralmente nao e ahrigado dentro de 
um nucleo hem definido. Investigaremos os modos pelos 
quais o DNA cromossomico e organizado em celulas proca¬ 
rioticas e eucarioticas no Cap. 9. 

Parte do DNA dentro de uma celula eucariotica nao esta 
situado dentro do nucleo. Esse DNA extranuclear esta situ¬ 
ado nas mitocondrias e nos cloroplastos. Examinaremos suas 
estrutura e funcionamento no Cap. 19. 

Tanto as celulas procarioticas quanto as eucarioticas 
possuem numerosos ribossomos, que sao organelas pe- 
quenas envolvidas na sfntese de proteinas, um processo que 
estudaremos no Cap. 12. Os ribossomos sao encontrados 
no citoplasma. Embora os ribossomos nao sejam compos- 
tos de membranas, em celulas eucarioticas eles estao geral¬ 
mente associados a um sistema de membranas chamado re- 
ticulo endoplasmatico. O reticulo pode ser conectado ao 
complexo de Golgi, um conjunto de sacos membranosos 
e vesiculas que estao envolvidos na modificagao qunnica e 
no transporte de substancias dentro das celulas. Outras pe- 
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Fig. 2.2 ■ As estruturas de celulas vegetais e animais. 


quenas organelas delimitadas por membrana podem tam¬ 
bem ser encontradas em celulas eucarioticas. Em celulas 
animais, os lisossomos sao produzidos pelo complexo de 
Golgi. Tais organelas contem tipos diferentes de enzimas 
digestivas que destruiriam a celula se fossem liberadas no 
citoplasma. Tanto celulas vegetais quanto animais podem 
conter peroxissomos, que sao pequenas organelas dedi- 
cadas ao metabolismo de substancias tais como gorduras e 
aminoacidos. 

As formas e atividades das celulas eucarioticas sao in- 
fluenciadas por um sistema de filamentos, fibras e moleculas 
associadas que coletivamente formam o citoesqueleto. Es¬ 
ses materials dao forma as celulas e possibilitam que alguns 
tipos de celulas se movam em seu ambiente, um fenomeno 
chamado motilidade celular. O citoesqueleto mantem as 
organelas no lugar e tern um papel importante em mover 
materiais para locals especfficos dentro das celulas, um feno¬ 
meno chamado trafego. 


Cromossomos: Onde Estao Situados os Genes 

Cada cromossomo consiste em uma molecula de dupla 
helice de DNA mais um conjunto de protemas. O RNA 
pode tambem estar associado a cromossomos. As celulas 
procarioticas contem tipicamente apenas um cromossomo, 
embora algumas vezes possuam muitas moleculas meno- 
res de DNA chamadas plasmideos. A maioria das celulas 
eucarioticas contem varios cromossomos diferentes - por 
exemplo, os espermatozoides humanos tern 23. Os cro¬ 
mossomos de celulas eucarioticas tambem sao tipicamente 
maiores e mais complexos que os das celulas procarioticas. 
As moleculas de DNA em cromossomos procarioticos e 
plasmideos sao circulares, como sao a maioria das molecu¬ 
las de DNA encontradas em mitocondrias e cloroplastos 
de celulas eucarioticas. Entretanto, as moleculas de DNA 
encontradas nos cromossomos nos nucleos de celulas euca¬ 
rioticas sao lineares. 
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Muitas celulas eucarioticas possuem duas copias de cada 
cromossomo. Esta condupao, referida como estado diploide 
e caractensoca das celulas no corpo de um eucariome, isto 
e, as celulas somatxcas. Em contraste, as celulas sexuais ou 
gametas em geral possuem apenas uma so copia de cada 
u omossomo, uma condicao chamada estado haploide. Os 

fiXIe 530 P Zid ° S P ° r “ ,ulas diploides situadas na 
lirdtagem germmattva, que e o tecido reprodutivo de um 

ganismo. Em alguns seres, tais como plantas, a linhagem 
germmattva produz tanto espermatozoides quanto ov6d- 
tos. Em outros seres, tais como os seres humanos, ela pro- 
duz um tipo de gameta ou o outro. Quando um gameta 
masculino e um feminine se juntam durante a fertilfzacao 
o estado diploide e reestabelecido, e o zigoto resultante se 

menm° ^ T or S anismo - Durante o desenvolvi- 

ento animal, um pequeno numero de celulas sao destaca- 

para format a linhagem germinativa. Todos os gametas 
que serao produzidos sao derivados dessas poucas^eTu s 
As eelulas restantes formam os tecidos somaticos do ant 

Os tectos Xt ° deSenvol ; lmento 6 menos determinado. 
mna folt I™ ^ Uma P lanta " P«r example, o caule ou 
r • fo ; 7 P ° dem ser usados Para produzir uma planta in- 
teira, mcluindo os orgaos reprodutivos. Assim, nas plantas 

nao S eto a d Ta S °™ ticOS e tecidos germinativos 

nao e tao definida quanto em animais. 

Os cromossomos podem ser examinados usando-se um 

microscopio Cromossomos procarioticos so podem ser vis- 

tos com as tecmcas de microscop,a eletronica ,enquanto cro- 

ZT“ *»*" -™«* » microscopio op- 

f g™ s cromossomos eucarioticos sao grandes 

su lciente para ser vistos com baixo aumento (20X); outros 
precisam de muito maior amplia^ao (>500X). 


Cromossomos eucarioticos sao mais claramente vis- 
urante a dmsao celular, quando cada cromossomo se 

denstdadeT ^ V ° 1Ume men0r ‘ Nesse Pen'odo, a maior 
densidadc dos cromossomos possibilita discernir algumas 

Z£ ZT S eStrUtl,raiS ‘ P ° r CXempI °> Cada eromoSTo 

pode mostrar-se consistmdo em dois bastonetes paralelos 
* n idos juntos em um ponto comum (Fig. 2.3 b). Cada um 
dos bastonetes e uma copia identica do cromossomo criado 
durame o processo de duplicate que precede a conden- 

Issociado°t 0nt0 C T m ’ Chamad ° centr dmero, torna-se 
sociado a um aparelho que move os cromossomos durante 

divisao celular. Exploraremos as estruturas dos cromosso- 
~ ,OQC ° S C ° nforme reVelad ° na eopia optica 

A descoberta de que os genes estao situados nos cromos¬ 
somos foi feita na pnmeira de cada do seculo vinte. No Canf- 
tulo X exammaremos a evidencia experimental desta desco- 

parTltX, P / 6 8 eatudarem ° S aIgUmas das ^cnicas 
para locahzar genes dentro dos cromossomos 

r~... 

Divisao Celular 

Deere as muitas advidades desempenhadas pdas celulas vi- 
, a divisao e a mais rncnvel. Uma celula pode dividir-se 
em duas celulas, cada um, da, tptais rambem pode dividir-se 
em duas, e assim em diaute ao longo do tempo, p , ra criar 
uma popular de celulas chamadas clone. Dentro de um 
c one, to as as celulas sao geneticamente identicas. A divisao 
e u at c p a r t e integral do crescimento de organismos multi- 
celulares e e tambem a base da reproduce. 

Lma celula que vai dividir-se e chamada celula mae 
c os produtos da divisao sao chamados celulas filhas. 



iVi 




Fig. 2.3 ■ (a) Eletromicrografia mostrando um cromossomo 
c eriano. ( ) Micrografia optica de cromossomos humanos 
durante divisao celular. 
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Quando celulas procarioticas se dividem, os conteudos da 
celula mae sao mais ou menos igualmente repartidos entre 
as duas celulas fdhas. Este processo e denominado fissao. 
Os cromossomos da celula mae sao duplicados antes da di- 
visao, e as copias deles sao repartidas entre as celulas fdhas. 
Em condi$oes otimas, urn procarionte tal como a bacteria 
intestinal Escherichia coli divide-se a cada 20 ou 30 minutos. 
Nesta taxa, uma unica E. coli pode formar urn clone de 
aproximadamente 2'° celulas, mais de urn quatrilhao, em 
apenas urn dia. Na verdade, e logico, as E. coli nao man- 
tem esta alta taxa de divisao. A medida que as celulas se 
acumulam, a taxa de divisao declina porque os nutrientes 
sao exauridos e subprodutos se acumulam. Entretanto, uma 
unica E. coli pode produzir prole suficiente em um unico 
dia para formar uma massa visivcl a olho nu. Chamamos tal 
massa de celulas de uma colonia. 

A divisao de celulas eucarioticas e am processo mais 
complicado que a divisao de celulas procarioticas. Apos os 
cromossomos em uma celula eucariotica terem sido dupli¬ 
cados, as duplicatas devem ser distribuidas igualmente para 
as celulas filhas. As organelas - mitocondrias, cloroplastos, 
retkulo endoplasmatico, complexo de Golgi etc. - devem 


ser distribuidas para as celulas filhas. Entretanto, para estes 
constituintes o processo de distribuigao nao e igual e exato. 
Mitocondrias e cloroplastos sao repartidos aleatoriamente 
para as celulas filhas. O reticulo endoplasmatico e o com¬ 
plexo de Golgi sao fragmentados na epoca da divisao e de- 
pois sao reconstituidos nas celulas filhas. 

Cada vez que uma celula eucariotica se divide, ela passa 
por uma serie de fases que coletivamente formant o ciclo 
celular (Fig. 2.4). A progressao de fases e G!-kS->G 2 -> 
-^ssta progressao, S e o periodo no qual os cromos¬ 
somos sao duplicados, um evento que requer a sintese de 
DNA, representado pela letra S. A fase M no ciclo celular 
e a ocasiao em que a celula mae se divide. Esta fase geral- 
mente tern dois componentes: (1) mitose, o processo que 
distribui os cromossomos duplicados igualmente e exata- 
mente para as celulas filhas, e (2) citocinese, o processo 
que fisicamente separa as duas celulas filhas uma da ou- 
tra. A letra M refere-se ao terrno mitose, que e derivado 
de uma palavra grega para filamento. Durante a mitose, 
os cromossomos se apresentam como corpos filamentares 
dentio das celulas. As fases Gj e G 2 sao inter\ r alos (gaps ) 
entre as fases S e M. 



Fig. 2.4 ■ O ciclo celular eucariotico. Este ciclo tem 24 horas de duraqao. Essa dura^ao varia entre tipos diferentes de celulas eucarioticas. 
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A duragao de urn ciclo celular varia entre os diferentes 

Hoido 1 S ' Z embri6eS ’ n ° S qUaiS ° cr «nto e 
‘ P . . ’ , C1 . C O P° de ser tao curto quanto 30 minutos. Em 

mes2s' S llm ° S ^ sciment0 lento - & pode durar varios 
meses Algumas celulas, tais como as do tecido nervoso e 

muscular, param de se dividir quando adquirem suas fimgoes 
especializadas. A progressao das celulas eucarioticas pelo ci¬ 
clo e rigidamente controlada por tipos diferentes de protei¬ 
nas. Quando as atividades dessas proteinas sao perturbadas 
as celulas d,videm-se de modo irregular. Essa desregulagao 

tanteT 30 ^ ^ P ° de resultar em cancer - que e uma impor- 
tante causa de morte entre as pessoas hoje em dia. No Cap. 

-4, investigaremos a base genetica do cancer. 


P0NT0S IMPORTANTES 

■ As celulas, as unidades basicas de todos os seres vivos sao cir- 
cundadas por membranas. 

■ J cromossomos, as estruturas celulares que levam os genes 

sao compostos de DNA, RNA e proteina. 8 

^ 'J 35 Cromossomos es «o contidos dentro de um 

cariontes lm ad ° ^ m6mbrana ’ ° <l ue nao ocorrem em pro- 

' k 5 C4lU,aS eUCari6ticas P oss uem sistemas complexes de mem- 

* Z a c S 6nT naS , bem , COm ° ° rgane,aS mem branosas tai como 
mitocondrias, cloroplastos e o reticulo endoplasmatico 

= As celulas eucarioticas haploides possuem uma copia de cada 
cromossomo; as celulas diploides possuem duas copias 

^ticlsdi diV,dem ' Se P° r fi«ao; as celulas euca¬ 

rioticas dividem-se por mitose e citocinese. 

Os cromossomos oucarioticos duplicam-so quando o DNA 
de um, celula e si„ Mtil ,d„; «,e evemo. que precede a “ 
tose, e caracteristico da fase S do ciclo celular. 



Quando dividem-se, as celulas eucarioticas distribuem 

seu material genetico igualmente e exatamente para sua 
prole. 


A distnbuigao ordenada de cromossomos duplicados 
em uma celula mae para as celulas filhas e a essentia da mi- 
tose^ Cada cromossomo em uma celula mae e duplicado an¬ 
tes do micio da nutose, especificamente durante a fase S 
Aesse penodo, os cromossomos individuals nao podem ser 
tdenttficados porque eles estao muito distendido" e muito 
hnos. O con,unto desses filamentos formados por todos 
os cromossomos dentro do nucleo e chamado cromatina 
urante a mitose, os cromossomos encurtam-se e se espes- 
sam, isto e, eles se “condensam” a partir da cromatina e os 
cromossomos individuals tornam-se reconhecivei, A P 6s a 
nutose, os cromossomos “descondensam-se” e a cromatina 
e reconst,tulda. Os biologos referem-se ao periodo no q U " 
os cromossomos individuals nao podem ser vistos como a 


mterfase. Este perfodo, que pode ser muito longo, e a epoca 
entre os sucessivos eventos mitoticos. 

Quando a mitose comega, cada cromossomo ia esta du- 
p icado. As duplicatas, chamadas cromatides innas, perma- 
necem mtimamente associadas umas as outras e estao unidas 
pelo centromere do cromossomo. O termo innas e cfe certo 

emir™ 0 ’ P °? taiS cromdtides s3 ° c °pias exatas do 
aomossomo original, e portanto sao mais identicas do que 

- as - laIvez a Palavra “gemeas” descreveria melhor a situ- 
agao. Entretanto, o termo “innas” e comumente usado e o 
manteremos aqui. 5 

l i A de crom ossomos duplicados para as ce- 

ulas fdhas e organizada e executada pelos microtiibu- 
os, que sao componentes do citoesqueleto. Essas fibras 
composes de proteinas chamadas tubulinas, ligam-se aos 
cromossomos e os movnnentam durante a divisao da ce- 
lula mae. Durante a mitose, os microtubules reunem-se 
em um arranjo complexo chamado fuso (Fig. 2.5 a). A for- 
magao do fuso depende dos centres de organizagao de 

JtsmTd . S , (MT ° C) ’ qUG S3 ° enc °ntrados no cito 
; , e C , eI . ulas cu can6ticas, geralmente perto do nu¬ 
cleo. Nas celulas animats, os MTOC sao diferenciados em 
pequenas organelas chamadas centrossomos. Tais orga 
nelas nao estao presentes em celulas vegetais. Cada cen- 
trossomo contem dois centriolos em forma de barril, que 
sao almhados em angulos retos um ao outro (Fig. 2.5/;). 
s centriolos sao circundados por uma matriz difusa cha- 
ada material pencentriolar, que inicia a formagao dos 
micron,bulos que irao constituir o fuso mitotico. O tinico 
centrossomo que existe em uma celula animal e duplicado 
durante a mterfase. A medida que a celula entra em mt 
ose, microtubulos desenvolvem-se ao redor de cada um 

aster e F rOSSOmOS lh ° S Par3 f ° rmar Um P adr5 ° chamado 
. -sses centrossomos entao se movem ao redor do 

nucleo para posigoes opostas na celula, onde eles estabe- 

finak H 61X0 da d ' V1S3 ° mit6tica q ue se ^gue. As posigoes 
finals dos centrossomos definem os polos da celula mae 

divisao. Nas celulas vegetais, os MTOC que nao tern 
centrossomos distintos definem esses polos e estabelecem 
o fuso mitotico. 

O initio da formagao do fiiso e a condensagao dos cro¬ 
mossomos duplicados da rede difusa de cromatina sao mar- 
7 a “ 7 7 ' Jn , le ‘‘° esCagl ° da mitose, chamada profase (Figs. 

. e 2 7). A formagao do fuso e acompanhada de fragmen- 
tagao de muitas organelas intracelulares - por exemplo o 
reticulo endoplasmatico e o complexo de Golgi. O nucleo- 
o, um corpo denso envolvido na sintese de RNA dentro 
do nucleo, tambem desaparece. Entretanto, outros tipos de 
organelas tais como mitocondrias e cloroplastos permane- 
cem intactos. Concomitante com a fragmentagao do reticulo 
endoplasmatico, a membrana nuclear (tambem conhecida 
como envoitorio nuclear) rompe-se em muitas pequenas ve- 
siculas, e os microtubulos formados dentro do citoplasma in¬ 
var em o espago nuclear. Alguns desses microtubulos ligam- 
se aos cmetocoros, que sao estruturas proteicas associadas 
os centromeres dos cromossomos duplicados. A ligagao de 
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Fig. 2.5 ■ (a) O fuso mitotico em uma celula animal cultivada, que foi corado para mostrar os microtubulos (verde) saindo 
dos dois asteres. (b) Eletromicrografia mostrando dois pares de centrfolos. 


microtubulos do fuso aos cinetocoros indica que a celula esta 
entrando na metafase da initose. 

Durante a metafase, os cromossomos duplicados movem- 
se para posigoes a meio caminho entre os polos do fuso. Esse 
movimento e ativado por mudangas no tamanho dos micro- 
tubulos do fuso e pela agao de protemas motoras geradoras 
de forga que funcionam perto dos cinetocoros. O aparelho 
do fuso tambem contem microtubulos que nao estao ligados 
a cinetocoros. Tais microtubulos adicionais parecem estabi- 
lizar o aparelho do fuso. 

Pela operagao do aparelho do fuso, os cromossomos du¬ 
plicados ficam em um unico piano no meio da celula. Esse 
piano equatorial e chamado placa metafasica. Neste esta- 
gio, cada cromatide irma de um cromossomo duplicado e 
conectada a um polo diferente por meio de microtubulos 
ligados a seu cinetocoro. Esse alinhamento polar das cro¬ 
matides irmas e crucial para a distribuigao igual e exata do 
material genetico para as celulas filhas. 

As cromatides irmas de cromossomos duplicados sao 
separadas umas das outras durante a anafase da mitose. 
Essa separagao e feita encurtando os microtubulos liga¬ 
dos aos cinetocoros e degradando materials que mantem 
as cromatides irmas juntas. A medida que os microtubulos 
se encurtam, as cromatides irmas sao levadas para os polos 
opostos da celula. As cromatides irmas separadas sao agora 
chamadas cromossomos. Enquanto os cromossomos estao 
se movendo para os polos, estes comegam a se separar. Esse 
duplo movimento separa os grupos de cromossomos em es- 
pagos distintos dentro da celula em divisao. Uma vez obtida 
essa separagao, os cromossomos se descondensam em uma 
rede de fibras de cromatina, e as organelas que foram per- 
didas no inicio da mitose se reconstituem. Cada conjunto 
de cromossomos torna-se circundado por uma membrana 
nuclear. A descondensagao dos cromossomos e a restaura- 
gao das organelas internas sao caracterfsticas da telofase 


da mitose. Quando a mitose esta completa, as duas celulas 
filhas separam-se pela formagao de membranas entre elas. 
Nas plantas, tambem e formada uma parede entre as celu¬ 
las filhas. Essa separagao fisica das celulas filhas e chamada 
citocinese (Fig. 2.8). 

As celulas filhas que sao produzidas pela divisao de uma 
celula mae sao geneticamente identicas. Cada celula filha 
tern um conjunto completo de cromossomos que sao deriva- 
dos por duplicagao de cromossomos originalmente presen- 
tes na celula mae. O material genetico e portanto transmi- 
tido total e fielmente para as celulas filhas pela celula mae. 
Ocasionalmente, entretanto, ocorrem erros durante a mi¬ 
tose. Uma cromatide pode desprender-se do fuso mitotico e 
nao ser incorporada a uma das celulas filhas, ou cromatides 
podem tornar-se enredadas, resultando em quebra e sub-- 
seqiiente perda de partes do cromossomo. Esses tipos de 
eventos causam diferengas geneticas entre as celulas filhas. 
Consideraremos algumas de suas conseqiiencias no Cap. 6 e 
novamente no Cap. 24. 

mm P0NT0SIMPORTANTES 

■ A medida que a celula entra em mitose, seus cromossomos 
duplicados condensam-se em corpos em forma de bastonete 
(profase). 

■ A medida que a mitose progride, os cromossomos migram para 
o piano equatorial da celula (metafase). 

■ Mais tarde na mitose, o centromero que une as cromatides 
irmas de um cromossomo duplicado se rompe, e as cromatides 
irmas separam-se uma da outra (anafase). 

■ Quando a mitose chega a um fim, os cromossomos descon- 
densam-se, e forma-se uma membrana nuclear ao redor deles 
(telofase). 

■ Cada celula filha produzida por mitose e citocinese tern o 
mesmo conjunto de cromossomos; assim, as celulas filhas sao 
geneticamente identicas. 
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Interfase 



Centrossomo 


Nucleo 


Nucleolo 


Cromossomos ainda 
nao visfveis ao 
microscopio optico 


Centrossomo 
duplica-se. 
Cromossomos 
comecam a se 
condensar e 
tornam-se visfveis. 


Profase 


Centrossomos 
filhos comecam a 
se separar 

Cromossomos 
replicados 
condensando-se 
com duas 
cromatides irmas 
juntas no centromero 



Nucleolo disperso 


Citoplasma 
Membrana plasmatica 

Envoltorio nuclear 
intacto 

Centromero. com 
cinetocoros ligados 


Inicio de metafase 


AA/O 

10T 


Envoltorio nuclear 
se desfaz. 


Cromossomo 



Microtubulo do aster 
Polo do fuso 
Microtubulo polar 
Membrana plasmatica 
Cinetocoros 

Microtubulo de cinetocoro 
Vesfculas do 
envoltorio nuclear 


Polo do fuso 


Metafase 



o 


oiumu^umub diinriam-se na piaca 
metafasica a meio caminho entre os polos 


Cromossomos 
movem-se para 
piaca metafasica. 


Polo do fuso 

Microtubulo polar 
Microtubulos de cinetocoros 

Vesfculas do envoltorio 
nuclear 


Polo do fuso 


AAA 

^O 7 


Microtubulos 
de cinetocoros 
encurtam-se 
a medida 
que a cromatide 
(o cromossomo) e 
levada para o polo 


Separacao de 
cinetocoros 
irmaos inicia 
anafase. 


Microtubulo 
do aster 

Microtubulo 
de cinetocoro 
encurta-se 


Microtubulo 
polar alonga-se 



Anafase 


de separacao 
dos microtubulos polares 


Telofase 



Reconstitui-se 

envoltorio 

nuclear. 


Reconstitui-se 

Descondensacao de envoltorio nuclear 
cromossomos sem 
microtubulos de 
cinetocoro 



Microtubulos 

polares 


Citocinese 



Reaparece — 
nucleolo 


Sulco de clivagem 
divide celula em duas. 


Corpo medio: regiao de 
superposicao de microtubulos 

Par de centrfolos marca 
local do centrossomo 

Reconstituicao de arranjo 
interfasico de microtubulos 


Restos de microtubulos 
polares do fuso 


Envoltorio nuclear _ 

completo circunda 
cromossomos descondensados 


Anel contratil 
criando sulco de 
clivagem 


Fig. 2.6 ■ Mitose em celulas animais. 
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Interfase 



Anafase 




Cromatides irmas 


separam-se, 
tornando-se 
cromossomos 
filhos, e se movem 
para polos 
opostos do fuso. 



Fig. 2.7 ■ Fotografias dos principal's estagios de mitose no lirio Haemanthus. 


MEIOSE 

A reprodu<;ao sexual envolve um mecanismo que reduz 
o numero de cromossomos a metade. 





Se indicarmos o numero de cromosso¬ 
mos em um gaineta pela letra n , entao 
o zigoto produzido pela uniao dos dois 
gametas tern 2n cromossomos. Cha- 


mamos os n cromossomos de um gameta como a condigao 
haploide e os 2 n cromossomos do zigoto como o estado di- 
ploide. Meiose, da palavra grega que significa “diminuigao”, 
e o processo que reduz o estado diploide ao estado haploide, 
isto e, ele reduz o numero de cromossomos de uma celula 
pela metade. As celulas haploides resultantes ou se tornam 
diretamente gametas ou se dividem para produzir celulas 
que depois se tornam gametas. A meiose, portanto, tern um 
papel central na reprodugao entre eucariontes. Sem ela, os 
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Fig. 2.8 ■ Citocinese em uma celula animal (a) e de uma planta [b). A celula animal e urn zigoto, que esta se dividindo pela primeira 
vez. A citocinese e feita por constrigao da celula em divisiao ao redor de sua metade. Essa constrigao cria um sulco, que e visto aqui em 
um lado da celula em divisao. Nas celulas vegetais, a citocinese e feita pela formagao de uma placa membranosa entre as celulas filhas. 
Posteriormente, sao construidas paredes de celulose em ambos os lados da placa celular. 


organismos duplicariam seu numero de cromossomos a cada 
geragao, uma situagao que rapidamente seria insuportavel 
em vista das obvias limitagoes de tamanho e capacidade me- 
tabolica das celulas. 

Se observarmos os cromossomos em uma celula diploide, 
veremos que eles estao aos pares (Fig. 2.9). Por exemplo, as 
celulas somaticas humanas tern 23 pares de cromossomos. 
Cada par e distinto. Pares diferentes de cromossomos le- 
vam conjuntos diferentes de genes. Os membros de um par 
sao chamados cromossomos homologos, ou simplesmente 
homologos, de uma palavra grega que significa “em concor¬ 
dance com”. Os homologos levam os mesmos conjuntos de 
genes, embora, como veremos no Cap. 5, eles possam levar 
alelos diferentes desses genes. Cromossomos de pares dife¬ 


rentes sao chamados heterologos. Durante a meiose, os ho¬ 
mologos se associam intimamente uns com os outros. Essa 
associagao e a base de um processo ordenado que finalmente 
reduz o numero de cromossomos a um estado haploide. A 
redugao do numero de cromossomos ocorre de tal modo 
que cada uma das celulas haploides resultantes recebe exata- 
mente um membro de cada par cromossomico. 

O processo de meiose envolve duas divisoes celulares 
(Fig. 2.10). A duplicagao cromossomica, que esta associada 
a sintese de DNA, ocorre antes da primeira destas divisoes. 
Ela nao ocorre entre as duas divisoes. Assim, a progressao de 
eventos e: duplicagao cromossomica —> divisao I da meiose 
—> divisao II da meiose. 
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Fig. 2.9 ■ Os 23 pares de cromossomos homologos 
encontrados em celulas humanas. 


Fig. 2.10 ■ Comparagao entre mitose e meiose; c e a 
quantidade haploide de DNA no genoma. 
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Meiose I 

Os eventos das duas divisoes meioticas sao ilustrados na Fig. 
2.11 ena Fig. 2.12. A primeira divisao meiotica e complicada 
e prolongada. Quando ela comega, os cromossomos ja estao 
duplicados; conseqiientemente, cada um deles consiste em 
duas cromatides irmas. A profase I da meiose - ou simples- 
mente profase I - e dividida em cinco estagios, cada um 
indicado por um termo grego. Esses termos indicam carac- 
terfsticas importantes sobre o aspecto ou o comportamento 
dos cromossomos. 

Leptoteno, das palavras gregas que significam “filamentos 
finos”, e o primeiro estagio da profase I. Durante o leptoteno 
(tambem chamado estagio de leptonema), os cromossomos 
duplicados condensam-se no emaranhado difiiso da croma- 
tina. Ao microscopio optico, cromossomos individuals sao 
pouco distingufveis. Com um microscopio eletronico, cada 
um dos cromossomos pa'rece consistir em duas cromatides 
irmas. A medida que a condensagao cromossomica continua, 
a celula progride para o zigoteno (de palavras gregas que 
indicam “filamentos pareados”). Durante o zigoteno (tam¬ 
bem chamado zigonema), cromossomos homologos juntam- 
se intimamente. Este processo de pareamento entre homo¬ 
logos e chamado sinapse. Em algumas especies, a sinapse 
comega pelas pontas dos cromossomos e se espalha para as 
regioes medias. A sinapse e acompanhada da formagao de 
uma estrutura proteica entre os cromossomos pareados (Fig. 
2.13). Esta estrutura, chamada complexo sinaptonemico, 
consiste em tres estruturas pareadas - uma associada a cada 
um dos cromossomos (denominadas estruturas laterais) e 
uma central entre elas (denominada elemento central) - e 
um grande numero de estruturas do tipo degraus que juntam 
os elementos laterais ao elemento central. O papel do com¬ 
plexo sinaptonemico no pareamento dos cromossomos e nos 
subseqtientes eventos meioticos nao esta totalmente enten- 
dido. Em alguns tipos de celulas meioticas, ele nem mesmo 
aparece. Assim, ele pode nao ser absolutamente essencial 
para o pareamento durante a profase I. O processo pelo qual 
homologos se juntam na profase I tambem nao e bem com- 
preendido. Estudos recentes sugerem que os homologos po- 
dem de fato comegar a se parear cedo na meiose I, durante o 
leptoteno. Esse pareamento pode ser facilitado pela tendencia 
dos cromossomos homologos em permanecer na mesma re- 
giao do nucleo durante a interfase. Assim, os homologos nao 
precisam ir longe para se encontrar. 

A medida que a sinapse progride, os cromossomos dupli¬ 
cados continuant a se condensar em volumes menores. Os 
cromossomos espessados que resultant deste processo sao 
caracteristicos do paquiteno (das palavras gregas “filamen¬ 
tos espessos”). No paquiteno (tambem chamado estagio do 
paquinema), cromossomos pareados podem facilmente ser 
vistos ao microscopio optico. Cada par consiste em homo¬ 
logos duplicados, os quais consistent era duas cromatides 
irmas. Se contarmos os homologos, o par e chamado bi- 
valente de cromossomos, enquanto, se forem contados os 
filamentos, eles sao chamados tetrades de cromatides. Du¬ 


rante o paquiteno, os cromossomos pareados podem trocar 
material (Fig. 2.14). Exploraremos este fenonteno, chamado 
crossing-over, e suas conseqiiencias no Cap. 7. Aqui, e sufi- 
ciente dizer que as cromatides irmas individuals podent rom- 
per-se durante o paquiteno, e os pedagos quebrados podem 
ser trocados entre as cromatides de uma tetrade. A quebra 
e a reuniao que ocorrem durante o crossing-over podem, 
portanto, resultar em recombinagao de material genetico 
entre os cromossomos pareados. O fato de que esses tipos de 
trocas ocorreram pode ser visto a medida que a celula pro¬ 
gride para o estagio seguinte da nteiose I, o diploteno (das 
palavras gregas para “dois filamentos”). Durante o diploteno 
(tantbem chamado estagio do diplonema), os cromossomos 
pareados separam-se um pouco. Entretanto, eles permane- 
cem em contato intimo onde fizeram o crossing. Estes pontos 
de contato sao chamados quiasmas (da palavra grega que 
significa “cruz”). Um exame atento dos quiasmas indica que 
cada um deles envolve apenas duas das quatro cromatides na 
tetrade. O estagio de diploteno pode durar um longo tempo. 
Em mulheres, por exemplo, ele pode persistir por mais de 
40 anos. 

Proximo ao final da profase I, os cromossomos conden¬ 
sam-se mais, a membrana nuclear ffagmenta-se e um fuso 
acromatico se forma. Os microtubulos do fuso penetram no 
espago nuclear e se ligam aos cinetocoros dos cromossomos. 
Os cromossomos, ainda mantidos juntos pelos quiasmas, 
movem-se para o piano central da celula que e perpendicular 
ao eixo do fuso. Esse movimento e caracterfstico do ultimo 
estagio da profase I, chamado diacinese (das palavras gregas 
indicando “movimento atraves”). 

Durante a metafase I, os cromossomos pareados orien- 
tam-se para polos opostos do fuso. Essa orientagao garante 
que, quando a celula se dividir, um metnbro de cada par ira 
para cada polo. No final da profase I e durante a metafase 
I, os quiasmas que unem os bivalentes afastam-se dos cen- 
trdmeros para as pontas dos cromossomos. Este fenomeno, 
chamado terminalizagao, reflete a crescente repulsao entre 
os membros de cada par cromossomico. Durante a ana- 
fase I, os cromossomos pareados separam-se uns dos ou- 
tros definitivamente. Essa separagao, chamada disjungao 
cromossomica, e mediada pelo fuso que age em cada um 
dos bivalentes da celula. A medida que os cromossomos 
que se separam atingem os polos opostos, a primeira divi¬ 
sao meiotica chega a um fim. Durante o estagio seguinte, 
chamado telofase I, o fuso e desfeito, as celulas filhas sao 
separadas umas das outras por membranas, os cromosso¬ 
mos se descondensam, e um nucleo e formado ao redor dos 
cromossomos em cada uma das celulas filhas. Em algumas 
especies, a descondensagao dos cromossomos e incompleta, 
os nticleos filhos nao se fortnam e as celulas filhas entram 
imediatamente na segunda divisao meiotica. As celulas pro- 
duzidas pela meiose I contem o numero haploide de cro¬ 
mossomos. Entretanto, cada eromossomo ainda consiste 
em duas cromatides irmas, que podem nao ser genetica- 
mente identicas porque podem ter trocado material com 
seus parceiros durante a profase I. 
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Profase I 

Leptoteno 

Cromossomos replicados 
tornam-se visiveis. 



Zigoteno 

Pareamento de cromossomos 
homologos. 


Paqui'teno 

Cromossomos homologos totalmente 
pareados. Ocorre crossing. 




Diploteno 

Cromossomos homologos comecam a 
se repelir. Cromatides tornam-se 
totalmente visiveis. Quiasmas tornam-se 
visiveis. 



Dlacinese 

Cromossomos continuam a se encurtar 
e espessar. Nucleolo e membrana 
nuclear desaparecem. Microtubulos 
ligam-se aos cinetocoros. 



Metafase I 

Montagem do fuso e completada. Cada 
par de cromossomos alinha-se na placa 
metafasica do fuso. 



Anafase I 

Pares de cromossomos 
homologos separam-se 
e migram para polos 
opostos. 


Telofase I 

Cromossomos (cada 
com duas cromatides 
irmas) completam 
migragao para os polos, 
e formam-se novas 
membranas nucleares. 



Citocinese 

Na maioria das especies, a citocinese produz duas celulas filhas. 
Cromossomos nao se replicam antes da meiose II. 



Profase II 

Cromossomos 
condensam-se e 
se movem para 
placa metafasica. 



Cinetocoros 
ligam-se as fibras do 
fuso. Cromossomos 
alinham-se na placa 
metafasica. 


Metafase II 




Anafase II 

Cromatides irmas separam-se e se movem para polos opostos 
a medida que cromossomos se separam. 


Telofase II 


Forma-se a membrana nuclear ao redor dos cromossomos e 
estes se deselicoidizam. Reconstitui-se o nucleolo. 



Fig. 2.11 ■ Meiose em animais. 
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Diacinese 

h 


Interfase 



Telofase II 



Paquiteno 


Zigoteno 

Y 

Profase I 


Diploteno 





Metafase I 



Profase II 



Quatro celulas haploides 
produzidas por meiose 



m 


% 

Anafase 1 

Telofase l 
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& 

se 


Metafase II 

Anafase II 


Fig. 2.12 ■ Fotografias mostrando os estagios da meiose na 
planta Lilium regale. 


Meiose il e os Resuitados da Meiose 

Durante a meiose II, os cromossomos condensam-se e se 
ligam a um novo fuso acromatico (profase II). Eles entao se 
movem para posi^oes no piano equatorial da celula (meta¬ 
fase II), e seus centromeros se dividem para permitir que as 
cromatides irmas se movam para polos opostos (anafase II), 
um fenomeno chamado disjuncao de cromatides. Durante 
a telofase II, as cromatides separadas, agora chamadas cro¬ 
mossomos, atingem os polos, e nucleos filhos se formam ao 


redor deles. Cada nucleo filho contem um conjunto haploide 
de cromossomos. Do ponto de vista do mecanismo, a meiose 
II parece muito uma mitose. Entretanto, seus produtos sao 
haploides, e, ao contrario dos produtos da mitose, as celulas 
que surgem da meiose II nao sao geneticamente identicas. 

Um motivo destas celulas diferirem e que os cromosso¬ 
mos homologos formam pares e se separam uns dos outros 
durante a meiose I. Dentro de cada par de cromossomos, 
um homologo foi herdado do organismo da mae e o outro 
foi herdado de seu pai. Durante a meiose I, os homolo- 


























32 ■ REPRODU^AO CELULAR E ORGANISMOS GENETICOS MODELOS 



— Elemento lateral 


J 


— Elemento central 

— Elemento lateral 


>- Homologo 2 


Homologo 1 



Fibras cromossomicas Fibras cromossomicas 

do homologo 1 do homologo 2 


(a) 


(b) 


Fig. 2.13 ■ Eletromicrografia (o) e diagrama ( b ) mostrando a estrutura do complexo sinaptonemico que se forma entre os 
cromossomos homologos durante o estagio de zigoteno da profase I da meiose. 


Homologo 1 Homologo 


Par de cromossomos homologos 


Homologo 2 


gos herdados maternamente e paternamente juntam-se e 
formam sinapses. Eles sao posicionados no fuso meiotico 
e se tornam orientados aleatoriamente com relagao aos 


polos do fuso. Entao eles se separam. Metade das celulas 
filhas produzidas pela primeira divisao meiotica recebem 
o homologo herdado maternamente e metade recebe o 
homologo herdado paternamente. Assim, ao final da pri¬ 
meira divisao meiotica, os produtos da meiose sao des- 



tinados a ser diferentes. Essas diferengas sao compostas 


Centromero 


pelo numero de pares de cromossomos que se separam 
durante a meiose I. Cada um dos pares se separa indepen- 
dentemente. Assim, se existirem 23 pares de cromosso¬ 
mos, como em humanos, a meiose I pode produzir celulas 
filhas 2?* cromossomicamente diferentes, isto e, mais de 8 
milhoes de possibilidades. 

Um outro motivo pelo qual as celulas que emergent da 
meiose diferem e que, durante a meiose I, os cromossomos 
homologos trocam material por crossing-over . Este pro- 
cesso pode criar inumeras combinagoes diferentes de genes. 
Quando nos superpomos a variabilidade criada pelo cros¬ 
sing-over a variabilidade criada pela disjungao aleatoria dos 
homologos, e facil ver que nenhum dos dois produtos da 
meiose sera identico. 

No geral, as duas divisoes meioticas produzem quatro 
celulas, cada uma com o numero haploide de cromosso¬ 
mos. Tais celulas tern destinos diferentes em tipos dife¬ 
rentes de organismos. Em leveduras e algas unicelulares, 
elas se dividem mitoticamente para produzir populagoes de 
celulas haploides. Em fungos simples, tais como o mofo do 
pao Neurospora crass a, elas se dividem mitoticamente para 
produzir filamentos de celulas chamados hi fas, que formam 
o corpo do fungo. Em condigoes ambientais apropriadas, 
todos estes organismos haploides podem produzir celulas 
sexuais, que sao os seus gametas (Fig. 2.15). Quando duas 



Fig. 2.14 ■ Quiasmas em um bivalente de cromossomos 
homologos durante o estagio de diploteno da profase I da meiose. 


celulas sexuais diferentes desses organismos se unem, elas 
produzem um zigoto diploide, que geralmente entra em 
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Fig. 2.15 ■ Os ciclos de vida da alga unicelular 
Chlamydomonas reinhordtii (a) e do fungo do pao 
Neurospora crosso ( b ), ambos os quais sao haploides. 
n representa o numero haploide de cromossomos 
(para Chlamydomonas , n = 17 e para Neurospora, 
n = 7). No ciclo de vida da Neurospora, as celulas sexuais, 
chamadas comdios sao produzidas nas pontas das hifas e 
outras celulas sexuais sao produzidas em uma estrutura 
especializada chamada protoperitecio. A fusao dos 
nucleos destes tipos de celulas cria a parte transitoria 
diploide do ciclo de vida. 
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meiose sem um crescimento mitotico intercalar. Assim, o 
estado haploide predomina no ciclo de vida. 

Nenhum destes organismos simples tem sexo masculino 
oil feminino diferenciado. Eles tem tipos reprodutivos. Na le- 
vedura Saccharomyces cerevisiae , os dois tipos reprodutivos sao 
denominados a e alfa; na alga Chlamydomonas reinhardtii , eles 
sao indicados por mais e rnenos; e, no bolor Neurospora crassa , 
eles sao indicados por A e a. A fertilizagao sempre envolve a 
uniao de celulas sexuais de tipos reprodutivos opostos. 

Em plantas inferiores, tais como os musgos, as celulas 
haploides derivadas da meiose dividem-se mitoticamente 
para produzir filamentos ramificados que acabam por se 
diferenciar em tecidos tais como caules e folhas. Quando 
maduras, essas plantas haploides produzem gametas, sejam 
ovocitos ou espermatozoides. Consequentemente, elas sao 
chamadas gametofitos. Os gametas unem-se na fertilizagao 
para formar zigotos diploides, que se dividem mitoticamente 
e se desenvolvem em estruturas chamadas esporofitos. Em 
plantas superiores, o gametofito e muito reduzido de tama- 
nho e consiste em apenas algumas celulas haploides. Assim, 
o esporofito e a parte conspicua do ciclo de vida. A meiose 
ocorre em tecidos reprodutivos masculinos e femininos dis- 
tintos nos esporofitos de plantas superiores. Apenas uma 


das quatro celulas haploides produzidas pela meiose femi- 
nina se desenvolve em um gametofito; esta celula e chamada 
megasporo. Todas as quatro celulas haploides da meiose 
masculina, chamadas microsporos, se desenvolvem em ga¬ 
metofitos. A existencia de organismos haploides e diploides 
nos ciclos de vida das plantas e chamada altemancia de ge- 
ra^oes (Fig. 2.16). 

Entre animais, os produtos haploides da meiose desen- 
volvem-se diretamente em gametas (Fig. 2.17). Em geral, 
apenas uma das quatro celulas haploides da meiose femi- 
nina se torna um ovocito; as outras tres celulas, chamadas 
globulos polares, degeneram. Em contraste, todas as qua¬ 
tro celulas haploides masculinas produzidas pela meiose se 
desenvolvem em espermatozoides. A formagao de gametas, 
um processo chamado gametogenese, ocorre nas gona- 
das de animais. A ovocitogenese, a formagao de ovocitos, 
ocorre nos ovarios, que sao as gonadas femininas, e a es- 
permatogenese, a formagao de espermatozoides, ocorre 
nos testfculos, que sao as gonadas masculinas. Tais pro- 
cessos comegam quando celulas diploides indiferenciadas, 
chamadas ovogonias ou espermatogonias, sofrem meiose 
para produzir celulas haploides. As celulas haploides entao 
diferenciam-se em gametas maduros. 
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Fig. 2.16 ■ Alternancia de geragao entre gametofitos 
haploides e esporofitos diploides em plantas. Nas plantas 
inferiores, o gametofito e dominante, enquanto nas plantas 
superiores o esporofito e dominante. 


mm PONTOS IMPORTANTES 

■ Celulas diploides eucarioticas formam celulas haploides por 
meiose, um processo que envolve uma rodada de duplicagao 
cromossomica seguida de duas divisoes celulares (meiose I e 
meiose II). 

M Durante a meiose I, os cromossomos homologos pareiam- 
se (sinapse), trocam material ( crossing ) e se separam uns dos 
outros. 

■ Durante a meiose II, as cromatides separam-se umas das 
outras. 

■ Em muitos organismos, os produtos haploides da meiose de- 
senvolvem-se diretamente em gametas. 

■ Em plantas, os produtos da meiose dividem-se mitoticamente 
para formar gametofitos haploides. 

■ A fase gametofitica do ciclo de vida de uma planta alterna-se 
com a fase esporofitica, que e diploide; a meiose ocorre no 
esporofito. 


GENETICA NO LABORATORIO: 

UMA INTRODU^AO A ALGUNS 
ORGANISMOS MODELOS DE PESQUISAS 

Os geneticistas enfocam sua pesquisa em 
microrganismos, plantas e animais bem adequados a 
experimentagao. 

Quando a genetica comegou, os organismos que eram 
usados para pesquisa eram os disponfveis em jardins ou ter- 
reiros. Alguns geneticistas pioneiros ampliaram o estudo da 


heranga para outros tipos de criaturas - mariposas e cana- 
rios, por exemplo e, a medida que a genetica progrediu, 
as pesquisas passaram a enfocar organismos que eram bem 
adequados para experimentagao controlada em laboratories 
ou plantagoes. Hoje em dia, um grupo seleto de microrga¬ 
nismos, plantas e animais e favorecido na pesquisa genetica. 
Tais seres, em geral chamados organismos modelos, pres- 
tam-se bem a analise genetica. Na maior parte, eles sao facil- 
mente cultivados no laboratorio, seus ciclos de vida sao re- 
lativamente curtos e eles sao geneticamente variaveis. Alem 
disso, pelos trabalhos ao longo de muitos anos, os geneticis¬ 
tas estabeleceram grandes colegoes de linhagens mutantes 
para esses organismos. Encontraremos organismos geneti- 
cos modelos muitas vezes neste livro. Nas segoes seguintes, 
destacaremos apenas alguns deles. 

Escherichia coli, uma Bacteria 

A analise genetica de bacterias comegou no inicio dos 
anos 1940. Inicialmente, varias especies diferentes foram 
estudadas, mas em apenas alguns anos a maioria das pes¬ 
quisas enfocou a Escherichia coli , uma bacteria em forma 
de bastonete que ocorre naturalmente nos intestinos de 
animais como nos mesmos. Este organismo pode ser cul- 
tivado no laboratorio em um meio simples, presta-se a to- 
dos os tipos de analises bioqufmicas e linhagens mutantes 
com diferentes requisitos de crescimento podem ser facil- 
mente isoladas. Como resultado destas caracteristicas, E. 
coli tornou-se o laboratorio microbiano dos geneticistas. 
Muitas das primeiras descobertas em genetica molecular 
vieram de estudos com E. coli. Por exemplo, o mecanismo 
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de replicagao do DNA e os processos de transcrigao e tra- 
dugao foram elucidados pelos trabalhos com esta bacteria 
Veremos o papel que a E. coli desempenhou nestas desco- 
bertas nos Caps. 10, 11 e 12. O DNA do genoma de E. coli 
consiste em 4,6 X 10 pares de nucleotfdeos dispostos em 
urn unico cromossomo circular com uma circunferencia 

ilT; u Se( J ti8ncia com pleta deste genoma foi obtida 
em 1 997. Sabe-se que ele content 4.288 genes codificantes 
de proteina. 


Aluitas descobertas importantes em genetica molecular 
tambem vieram de estudos com virus que naturalmente in- 
tectam E. coli. Tais virus, chamados bacteriofagos, da pala- 
vra grega que significa “comer bacteria”, sao muito meno- 
ies que as E. colt, cerca de um milesimo do volume. Eles se 
ligam as superficies celulares e injetam seu DNA na celula 
onde este DNA se replica e se expressa para produzir mais 
varus (Fig. 2.18). Cada tipo de bacteriofago, ou fago tem 
uma estrutura caracteristica composta de protemas, cada 
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Fig. 2.18 ■ Bacteriofago ligado a superficie de uma E. coli. 


uma das quais e codificada por um gene do fago. Os me- 
nores bacteriofagos tem apenas um punhado de genes; o 
maior tem uns duzentos. Devi do a sua relativa simplici- 
dade, os bacteriofagos sao bem adequados para o estudo de 
processos geneticos basicos. 

As E. coli e os virus que as infectam sao pequenas criatu- 
ras que podem ser cultivadas no laboratorio para produzir 
dezenas de bilhoes de seu proprio tipo em curto perfodo 
de tempo. Esses grandes tamanhos de populacoes permi- 
tem que os pesquisadores fagam uma triagem eficiente de 
eventos raros tais como a ocorrencia de um tipo particular 
de mutacao. Obviamente, a pesquisa com tais organismos 
pode avangar mais rapidamente que a pesquisa com orga¬ 
nismos grandes com capacidade reprodutiva limitada. Ex- 
ploraremos os modos de analise destes genes de E. coli e 
seus virus no Cap. 8. 

Saccharomyces cerevisiae, a Levedura do Pao 

A levedura do pao entrou na pesquisa genetica mais ou me- 
nos na mesma epoca que a E. coli. Entretanto, muito antes 
de ser comum em laboratorios de genetica, este organismo 
ja era usado em culinaria para fazer o pao. A levedura e um 
fungo unicelular, embora em algumas condigoes suas celulas 
dividam-se para formar longos filamentos, que se asseme- 
Iham as hifas de outros fungos. Como a E. coli , as leveduras 
podem ser cultivadas em meios simples no laboratorio, e sao 
obtidos grandes numeros delas a partir de uma unica celula 
mae em apenas alguns dias. Alem disso, linhagens rnutan- 


tes com caracteristicas de crescimento diferentes podem ser 
prontamente isoladas. 

A grande diferenga entre levedura e E. coli e que a leve¬ 
dura e um eucarionte. Seus 16 cromossomos estao contidos 
em um nucleo definido, e cada cromossomo consiste em 
uma unica molecula de DNA combinada com um grande 
numero de moleculas proteicas. Paradoxalmente, algumas 
dessas moleculas de DNA sao menores que a molecula de 
DNA que constitui o cromossomo de E. coli. As celulas de 
leveduras possuem mitocondrias, que tambem possuem mo¬ 
leculas de DNA, embora sejam muito menores do que as en- 
contradas no nucleo, e tem um sistema complexo de mem- 
branas intracelulares. O genoma da levedura consiste em 
12 X 10 J pares de nucleotideos e acredita-se que contenha 
6.268 genes. Sua seqiiencia foi relatada em 1996, o primeiro 
genoma eucariotico a ser analisado totalmente. 

S. cerevisiae reproduz-se tanto sexualmente quanto as- 
sexualmente (Fig. 2.19). A reprodugao assexuada ocorre 
por um processo chamado brotamento, que envolve 
uma divisao mitotica do nucleo haploide. Apos esta 
divisao, um nucleo filho move-se para um pequeno 
u broto” ou celula filha. Depois, o broto e separado 
da celula mae por citocinese. Reprodugao sexuada em 
S. cerevisiae ocorre quando celulas haploides de tipos repro- 
dutivos diferentes (chamados a e alfa) se juntam, um evento 
referido como cruzamento, para se fundir e formar uma ce¬ 
lula diploide, que entao sofre meiose. Os quatro produtos 
haploides da meiose sao criados em um saco chamado asco, 
e cada um dos produtos e denominado ascosporo. Disse- 
cando esse saco, um pesquisador pode isolar cada produto 
meiotico e coloca-lo em uma placa de cultura para comegar 
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Fig. 2.19 ■ O ciclo de vida da levedura do pao, Saccharomyces 
cerevisiae. Um brotamento de levedura e mostrado no destaque. 
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uma nova colonia de levedura. Veremos como os ascospo- 
ros de leveduras e outros fungos sao analisados no Cap. 8. 

Drosophila melanogaster, uma Mosca-das-frutas 

Com incontaveis milhdes de especies, os insetos sao o mais 
diverso grupo de animais no planeta. Parece, portanto, apro- 
priado que um dos organismos modelos para analise gene¬ 
tica seja um inseto. A mosca-das-frutas Drosophila melanogas¬ 
ter entrou no cenario da genetica em 1909, decadas antes de 
bacterias e fungos. E de interesse para pesquisadores devido 
a sua facilidade de ser criada no laboratorio, ter um ciclo de 
vida relativamente curto (cerca de 10 dias a 25°C) e reprodu- 
zir-se muito. Estas caracteristicas continuant a torna-la um 
animal atraente para estudos geneticos. 

A mosca adulta tern cerca de 2 mm de tamanho. Ela pos- 
sui um sistema nervoso complexo e muitos tecidos e orgaos 
especializados. Como todos os insetos, uma Drosophila adulta 
tern tres pares de pernas. Entretanto, ao contrario da maio- 
ria dos insetos, ela tern apenas um par de asas; o segundo par 
de asas foi modificado em pequenos apendices chamados 
halteres, que ajudam o animal a se equilibrar durante o voo. 
A superficie do corpo do adulto e coberta com pelos senso- 
riais e cerdas, que estao ligados ao sistema nervoso. Outros 
orgaos sensoriais proeminentes, os olhos e as antenas, estao 
situados na cabega. Os orgaos reprodutivos estao situados 
no abdome. 

Uma femea de Drosophila pode produzir centenas de ovos. 
Quando fertilizado, cada ovo se torna um embriao, que sai 
da casca para se tornar uma larva (Fig. 2.20). A larva ali- 
menta-se vorazmente por cerca de uma semana. Aintervalos 
durante este perfodo, ela descarta sua pele para permitir um 
aumento no tamanho do corpo. Cada estagio larvar entre tais 
mudas e chamado instar. O terceiro instar larval e o ultimo 
estagio antes da metamorfose em imago, ou mosca adulta. A 
pele do terceiro instar larval endurece em um casulo, e o ani¬ 
mal torna-se uma pupa, um estagio durante o qual os tecidos 
da larva sao radicalmente reorganizados. Grupos de celulas 
chamados discos imaginais crescem e se diferenciam em 
estruturas adultas tais como olhos, asas e pernas. Em cerca 
de quatro dias, emerge uma mosca adulta do casulo pupal. 

Alii hares de linhagens mutantes de Drosophila foram ob- 
tidas nos quase cem anos em que este animal foi estudado. 
Algumas apresentam cores de olhos e corpo incomuns; ou- 
tras tern uma anatomia anormal - asas curtas, pernas extras, 
cerdas deslocadas, e assim em diante. Em uma linhagem, os 
halteres sao convertidos em asas. A complexidade anatomica 
da Drosophila proporciona aos geneticistas a oportunidade 
de estudar a maneira como os genes controlam a formagao 
das partes do corpo. Tambem lhes permite investigar os pro- 
cessos pelos quais um zigoto se desenvolve em um embriao 
e depois em um adulto. Um outro invertebrado, o nema- 
todeo Caenorhabditis elegans , conhecido pelos geneticistas 
simplesmente como C. elegans , tambem desempenhou um 
importante papel na analise genetica do desenvolvimento. 
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Fig. 2.20 ■ O ciclo de vida da mosca-das-frutas, Drosophila 
melanogaster ; 

Exploraremos algumas das descobertas deste ramo da gene¬ 
tica no Cap. 22. 

Tanto o genoma de Drosophila quanto o de C. elegans foram 
seqiienciados. Estes genomas sao muito maiores que o ge¬ 
noma de levedura - 100 X 10 6 pares de nucleotideos para C. 
elegans e 170 X 10 6 pares de nucleotideos para Drosophila - e 
content mais genes, uma estimativa de 20.516 em C. elegans e 
13.792 em Drosophila. Entretanto, o numero de genes nesses 
animais multicelulares e apenas duas a tres vezes maior que o 
numero de genes de levedura. Os geneticistas estao tentando 
associar este relativamente modesto aumento no numero de 
genes ao incrivel aumento de complexidade biologica. 
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Arabidopsis thaliana, Uma Planta de 
Crescimento Rapido 

Captando a energia solar e a estocando em agucares simples 
tais como glicose, as plantas desempenham um papel indis- 
pensavel na rede da vida. Como subproduto deste processo, 
elas tambem geram oxigenio, que nos e todos os outros or- 
ganismos nao fotossinteticos respiramos. Plantas de jardim 
foram os primeiros organismos a ser estudados genetica- 
mente. Hoje em dia, os geneticistas enfocam sua atengao 
na Arabidopsis thaliana , uma erva as vezes chamada agriao 
caseiro. Este membro da familia das cruciferas e relacionado 
a plantas alimenticias tais como rabanete, couve e canola. 
Entretanto, nao tern valor agronomico ou horticultural. 

Arabidopsis e pequena e tern um perfodo de geragao rela- 
tivamente curto (cerca de cinco semanas). Como as ervilhas 
de jardim de Mendel, Arabidopsis e uma especie autofecun- 
dante; entretanto, linhagens diferentes podem ter fertilizagao 
cruzada no laboratorio para produzir hibridos. Os gametas 
masculinos, ou microsporos, sao produzidos pelas celulas 
maes dos microsporos por meiose nas anteras, que estao em 
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Fig. 2.21 ■ Orgaos reprodutivos masculino e feminino em 
uma flor tfpica. 

cima nos estames dentro das flores de Arabidopsis (Figs. 2.21 
e 2.22). Cada microsporo entao sofre mitose para produzir 
um grao de polen maduro, que contem duas celulas geradoras 
ou espermatozoides situados dentro de uma celula vegetativa. 
Cada uma destas celulas contem um nucleo haploide. Os ga¬ 
metas femininos, ou megasporos, sao produzidos por celulas 
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Fig. 2.22 ■ O ciclo de vida da planta modelo, Arabidopsis thaliana. 
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maes dos megasporos por meiose no ovario, que esta situado 
dentro do pistilo no centro da flor. A meiose neste tecido 
feminino produz quatro celulas; entretanto, tres subseqiiente- 
mente degeneram, deixando apenas um megasporo funcional. 
O nucleo haploide em cada megasporo sofire tres divisoes mi- 
toticas para produzir um saco embrionario imaturo contendo 
oito nucleos haploides. Ocorre entao citocinese, criando tres 
celulas antipodais, duas celulas sinergide e uma celula ovo. 
Dois nucleos polares permanecem na grande celula central do 
saco embrionario. Esses nucleo polares subseqiientemente se 
fundem para formar um nucleo de endosperma secundario 
diploide, e as tres celulas antipodais degeneram. 

Quando um grao de polen maduro cai no estdgma em 
cima do pistilo, cresce um tubo polmico atraves do estilo ate 
a celula ovo dentro do ovario. Em plantas, a fertilizagao en- 
volve dois eventos. (1) O zigoto diploide, que ira crescer em 
um embriao, e formado quando um espermatozoide do tubo 
polmico se funde com um ovocito do gametofito feminino. 
(2) O nucleo do endosperma triploide e formado quando o 
outro nucleo do espermatozoide se combina com o nucleo 
diploide do endosperma secundario do gametofito feminino. 
O tecido do endosperma triploide, que se desenvolve a partir 
deste evento secundario de fertilizagao, alimenta o embriao 
enquanto a semente esta germinando. 

O genoma de Arabidopsis consiste em 157 X 10 6 pares de 
nucleotfdeos de DNA, e acredita-se que contenha 27.706 
genes. Muitos destes genes estao presentes em outras es- 
pecies de plantas, incluindo cultivos significativos do ponto 
de vista da agricultura tais como milho, arroz e trigo. As- 
sim, a analise genetica de Arabidopsis esta fornecendo um 
arcabougo para compreender como os genes funcionam em 
plantas alimentfcias importantes. Esta analise ja produziu 
varias informagoes sobre o desenvolvimento de plantas, re- 
sistencia a doengas, fotossmtese, tolerancia ao ffio e muitos 
outros fenomenos. 


Homo sapiens, nossa Propria Especie 

O estudo da hereditariedade em seres humanos comegou no 
seculo dezenove com analises estatfsticas de caracterfsticas 
tais como altura e peso em genitores e proles. Em 1900, 
quando as descobertas de Mendel vieram a luz, a enfase mu- 
dou para estudar a heranga de caracterfsticas distintas e sim¬ 
ples em famflias. Em geral, tais caracterfsticas eram doengas 
como a fenilcetonuria, que surge do metabolismo defeituoso 
de aminoacidos, ou a hemofilia, que surge de uma falha no 
mecanismo de coagulagao do sangue. Com este enfoque, 
muitos genes humanos foram identdficados, mas o progresso 
foi compreensivelmente lento. Seres humanos nao podem 
ser submetddos a experimentagao genetica como as Droso¬ 
phila ou leveduras. Neste aspecto, o Homo sapiens nao e um 
organismo modelo. Entretanto, o desejo de aprender mais 
sobre o material genetico de nossa propria especie e muito 
forte, e grandes esforgos tern sido feitos para satisfazer este 
desejo a despeito de muitos obstaculos. 


Uma conquista surgiu em meados do seculo vinte, quando 
os biologos aprenderam a multiplicar celulas humanas em 
cultura. Veja Um Marco na Genetica: Cultura de Celulas 
Humanas. Tais celulas podem ser manipuladas em todo tipo 
de experimentos. Outra conquista surgiu no ultimo quarto 
do seculo vinte, quando os pesquisadores aprenderam como 
isolar segmentos do DNA humano e propaga-los dentro 
de E. coli , uma tecnica chamada clonagem do DNA. Fi- 
nalmente, essa tecnologia abriu caminho para o Projeto do 
Genoma Humano. A analise do DNA humano tambem foi 
ajudada por estudos paralelos do DNA de outras especies 
de vertebrados, incluindo o camundongo Mus musculus e o 
peixe-zebra Danio rerio. Estes dois organismos modelos po¬ 
dem ser submetidos a experimentagao genetica, e muitas das 
descobertas que vieram do trabalho com eles sao relevantes 
para investigagoes geneticas de nossa propria especie. 

O camundongo e especialmente importante por causa de 
seu amplo emprego em muitas areas da pesquisa biomedica. 
Camundongos tern sido usados para estudar a saude e a do- 
enga e foram objeto de inumeros projetos para avaliar os 
efeitos de drogas, substancias qufmicas, alimentos e outros 
materiais relevantes para a saude humana. A genetica de ca¬ 
mundongos comegou cedo no seculo vinte com estudos sobre 
a heranga da cor da pelagem. Desde aqueles dias, desenvol- 
veu-se em um empreendimento notavel. Foram produzidas 
linhagens especiais por cruzamento intenso para fornecer, 
aos pesquisadores, animais que sao geneticamente unifor¬ 
mes, e milhares de linhagens mutantes foram coletadas para 
identificar genes e mapear cromossomos. O seqiienciamento 
do genoma de camundongos forneceu um ponto de partida 
do qual os pesquisadores podem ter acesso ao significado de 
seqiiencias no genoma humano. As linhagens que deram ori- 
gem a camundongos e humanos divergiram de um ancestral 
comum ha cerca de 80 milhoes de anos. Se uma seqiiencia 
tiver sido conservada nestes dois genomas durante todo este 
tempo evolutivo, ela deve ter uma fungao importante. Assim, 
a comparagao dos genomas de camundongos e humanos, a 
pratica da genomica comparativa, fornece um meio para ava¬ 
liar que seqiiencias sao funcionalmente importantes. 

O genoma humano nao e o maior ou o mais complcxo 
genoma do planeta. Seus 3,2 X 10 9 pares de nucleotfdeos 
contem de 20.000 a 25.000 genes, bem como muito DNA 
nao genico. O Projeto do Genoma Humano, aliado a outros 
projetos de seqiienciamento genomico, tern fornecido um 
arcabougo para analisar este material, mas muitos esforgos 
ainda sao necessarios para esclarecer detalhes. 

mm P0NT0S IMPORTANTES 

■ A bacteria E. coli foi o primeiro procarionte da analise gene¬ 
tica. 

■ Os eucariontes modelos incluem leveduras (S. cerevisiae), uma 
mosca-das-frutas (D. melanogaster) e uma planta de cresci- 
mento rapido (A. thaliana). 

■ Tecnicas tais como cultura de celulas e clonagem do DNA pos- 
sibilitaram o estudo do material genetico de seres humanos e 
muitos outros organismos. 
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UM ^AREO NA (jENElICA: Cultura de Celulas Humanas 


Os organismos modelos de genetica sao pequenos e tern ciclos de 
vida curtos. Como resultado, eles podem ser criados com baixo 
custo e em grandes numeros, e varias geraqoes - genitores, prole, 
netos etc. - podem ser examinadas em semanas ou meses, e nao 
em anos. A facilidade e capacidade de estudar membros de ge- 
raqoes diferentes em um perfodo de tempo razoavel facilitam 
muito o progresso em pesquisas geneticas. 

Ao contrario de organismos modelos, nossa propria especie e 
grande e tern um longo ciclo de vida. Qualquer pessoa que queira 
fazer uma pesquisa genetica sobre seres humanos tera que lidar 
com dificuldades e custos associados a aspectos humanos, bem 
como com o longo tempo necessario para obter resultados. As 
perspectivas de sucesso neste tipo de pesquisa nao sao muito 
boas, e alem disso poucas pessoas estao dispostas a isto, seja 
como pesquisadores seja como objeto de pesquisa. Pesquisas en- 
volvendo aspectos humanos sao reguladas por princfpios morais e 
eticos. As vezes, os cientistas ultrapassam os limites estabelecidos 
por estes princfpios, e, quando o fazem, nos os julgamos aber- 
rantes, dementes ou malvados. Josef Mengele, o medico que fez 
pesquisas em internos dos campos de concentraqao nazista, e um 
exemplo infame. Felizmente, os cientistas foram capazes de criar 
meios para pesquisar fenomenos geneticos fora do organismo hu- 
mano. Tais enfoques in vitro usam celulas humanas em cultura. 

Tecnicas de cultura de celulas foram desenvolvidas durante 
a primeira metade do seculo vinte. Durante varias decadas, os 
pesquisadores aprenderam a cultivar celulas de uma variedade 
de organismos, incluindo camundongos, galinhas e outros ver- 
tebrados, em tubos de cultura. Foram necessarios meios com¬ 
plexes que continham soro sangufneo ou Ifquidos extrafdos de 
embrioes, juntamente com um suprimento de sais, para cultivar 
tais celulas in vitro. Foram feitas muitas tentativas de cultivar 
celulas humanas, mas o sucesso foi limitado. Os melhores resul¬ 
tados foram obtidos quando as celulas foram derivadas de can- 
ceres humanos. Por exemplo, em 1951, George Gey, um professor 
da Johns Hopkins School of Medicine, estabeleceu uma cultura 
de celulas cervicais cancerosas de uma mulher com 30 anos de 
idade chamada Henrietta Lacks. Essas celulas multiplicaram-se 
no meio de cultura que Gey usou. Foram colhidas amostras da 
cultura para estabelecer subculturas, e em apenas alguns anos 
a linhagem de celulas HeLa (Fig. 1) crescia em laboratories de 
todo o mundo. Como disse Gey em uma palestra que fez em 
1955: "... a linhagem do carcinoma HeLa cresce abundantemente 
e foi mantida por mais de quatro anos... Foi cultivada em nosso 
laboratorio e em muitos outros pelo mundo em uma variedade 
de soro dilufdo com e sem suplementos sinteticos. Seu amplo 
uso criou novas oportunidades no estudo de celulas cancerosas 
humanas e suas respostas a varios agentes”. 1 

^ey, G. O. 1954-1955. Some aspects of the constitution and behavior of 
normal and malignant cells maintained in continuous culture. Harvey Lec¬ 
tures 50:154-229. 



Fig.l ■ Celulas HeLa crescendo em cultura. 


Muitos outros tipos de linhagens de celulas humanas foram 
entao estabelecidos, a maioria, como a linhagem de celulas HeLa, 
derivadas de celulas cancerosas. Entretanto, tambem e possfvel 
cultivar celulas nao cancerosas in vitro, embora tais celulas cres- 
qam apenas por um tempo limitado. Tanto celulas humanas can¬ 
cerosas quanto nao cancerosas foram usadas em inumeros experi- 
mentos para estudar estrutura, metabolismo, crescimento, divisao 
e comunica^ao celular, bem como o processo de diferencia<;ao e 
desenvolvimento. Na genetica, elas foram usadas para investigar 
a estrutura de cromossomos, localizar genes em cromossomos e 
analisar a expressao de genes e o funcionamento de seus produ- 
tos. Os geneticistas tern usado celulas humanas cultivadas para 
estudar fenomenos geneticos do mesmo modo que tern usado 
microrganismos tais como £. coli e leveduras. 

Recentemente, pesquisadores comeqaram a enfocar sua aten- 
qao em modos de isolar e cultivar celulas tronco humanas. Essas 
celulas especiais podem ser obtidas de alguns tipos de tecidos 
adultos bem como de embrioes. Com estimula^ao apropriada, 
elas podem ser induzidas a se diferenciar em cultura em tipos 
celulares especializados, tais como fibras musculares, linfocitos 
ou neuronios. Em virtude de sua capacidade de formar diversos 
tipos de celulas, as celulas tronco tern o potencial de produzir 
substituintes para tecidos desgastados e partes do corpo. Assim, 
elas estao nos noticiarios. Entretanto, o modo pelo qual tais ce¬ 
lulas sao obtidas provocou controversias. Muitas pessoas questio- 
nam a destrui<;ao de embrioes humanos para obter celulas tronco. 
Eles encaram este procedimento como imoral, e alguns o acham 
ate similar ao trabalho do Dr. Mengele. Outras pessoas acreditam 
que e legftimo obter celulas tronco de embrioes iniciais. Elas nao 
questionam o procedimento e, mais, acreditam que verbas publi- 
cas devem estar disponfveis para financiar pesquisas com celulas 
tronco de origem embrionaria. O debate continuado sobre celulas 
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UM ^ARCO NA QENETICA (continuacao) 


tronco indica que mesmo as pesquisas feitas fora do organismo 
humano podem criar importantes aspectos eticos. Para qualquer 
lado que os cientistas se voltem, eles encontrarao limites eticos. 


celulas cancerosas podem ser mantidas indefinidamente em 
cultura. O que pode explicar as diferentes caracterfsticas de 
crescimento das celulas cancerosas e nao cancerosas? O que 
o tempo finito de vida de culturas de celulas nao cancerosas 
significa para o fenomeno de envelhecimento? 


QUESTOES PARA DISCUSSOES 

1. Celulas nao cancerosas podem ser cultivadas por 50 a 100 ge- 
ragdes. Elas entao param de se dividir e acabam por morrer. As 


2. Quais sao alguns dos potenciais usos terapeuticos das celulas 
tronco? Qual a evidencia de que algumas dessas terapias po¬ 
tenciais podem de fato funcionar? 


Exercicios Basicos 


llustram a analise genetica basica. 


1. Dentre os organismos modelos discutidos neste capitulo, quais 
sao procariontes e quais sao eucariontes? Os virus enquadram- 
se neste esquema de classificagao? 

Resposta: E. coli e um procarionte; 5. cerevisiae , D. melanogas- 
ter, A. thaliana e H. sapiens sao todos eucariontes. Virus sao 
encontrados tanto em celulas procarioticas quanto eucarioticas; 
entretanto, em si, os virus nao sao nem procariontes nem eu¬ 
cariontes. 

2. Identifique os estagios de mitose nos seguintes desenhos. 






Resposta: (a) metafase; (, b ) anafase; (c) profase. 

3. Por que uma celula mae diploide que sofre meiose produz qua- 
tro celulas haploides? 

Resposta: Durante a meiose, a duplicagao cromossomica pre¬ 
cede dois eventos de divisao. Se o numero de cromossomos 


na celula mae diploide e In, entao apos duplicagao, a celula 
contem 4 n cromatides. Durante a primeira divisao meiotica, os 
cromossomos homologos formam pares e entao sao separados 
para celulas filhas diferentes, cada uma das quais recebe In 
cromatides. Durante a segunda divisao meiotica, o centromero 
que une as duas cromatides de cada cromossomo se divide, e 
as cromatides sao separadas para celulas filhas diferentes. Cada 
uma destas quatro celulas resultantes destas divisoes meioti- 
cas sucessivas contem portanto n cromatides (agora chamadas 
cromossomos). Assim, o estado diploide da celula mae e re- 
duzido ao estado haploide nas quatro celulas que emergem da 
meiose. 

4. Identifique os estagios da profase I da meiose nos seguintes de¬ 
senhos. 



(a) 




Resposta: (a) diploteno; (b) leptoteno; (c) diacinese. 
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Testar Seus Conhecimentos 


Integra conceitos e tecnicas diferentes. 


1. Quais as principais diferengas entre mitose e meiose? 

Resposta: Na mitose, urn evento de divisao segue uma rodada 
de duplicagao cromossomica. Na meiose, dois eventos de di¬ 
visao seguem uma rodada de duplicacao cromossomica. Alem 
disso, durante a primeira divisao meiotica, os cromossomos ho¬ 
mologos pareiam-se. Esse pareamento baseado na homologia 
normalmente nao ocorre durante a mitose. As duas celulas pro- 


duzidas por uma divisao mitotdca sao identicas uma a outra e a 
celula mae da qual se derivaram. As quatro celulas produzidas 
pelas duas divisoes meioticas sucessivas nao sao identicas entre 
si nem a celula mae da qual sao derivadas. Quando uma celula 
diploide sofre mitose, as duas celulas derivadas dela tambem 
serao diploides. Quando uma celula diploide sofre meiose, as 
quatro celulas derivadas dela serao haploides. 


“ Questoes e Problemas Acentuam a 

2.1. Carboidratos e protemas sao polmieros lineares. Que tipos 
de moleculas se combinam para formar estes polimeros? 

2.2. Todas as celulas sao circundadas por uma membrana; algu- 
mas celulas sao circundadas por uma parede. Quais as dife¬ 
rengas entre mebranas celulares e paredes celulares? 

2.3. Quais a principais diferengas ente celulas procarioticas e eu- 
carioticas? 

2.4. Distinga os estados haploide e diploide. Que tipos de celulas 
sao haploides? Que tipos de celulas sao diploides? 

2.5. Compare os tamanhos e estruturas dos cromossomos proca- 
rioticos e eucarioticos. 

2.6. Enfocando os cromossomos, quais sao os eventos principais 
durante a interfase e a fase M no ciclo celular eucariotico? 

2.7. Qual tipicamente dura mais, a interfase ou a fase M? Voce pode 
explicar por que uma destas fases dura mais que a outra? 

2.8. De que modo diferem os centros organizadores de microtu- 
bulos das celulas vegetais e animais? 

2.9. Corresponda os estagios da mitose com os eventos que eles 
englobam: Estagios: (1) anafase, (2) metafase, (3) profase, 
(4) telofase. Eventos: (a) reconstituigao dos nucleolos, (b) 
desaparecimento da membrana nuclear, (c) condensagao dos 
cromossomos, (d) formagao do aparelho mitotico, (e) movi- 
mento dos cromossomos para a placa equatorial, (f) movi- 
mento dos cromossomos para os polos, (g) descondensagao 
dos cromossomos, (h) divisao do centromero, (i) ligagao dos 
microtubulos ao cinetocoro. 

2.10. Arrume os seguintes eventos na seqiiencia temporal correta 
durante a divisao celular eucariotica, comegando pela pri¬ 
meira: (a) condensagao dos cromossomos, (b) movimento dos 
cromossomos para os polos, (c) duplicagao dos cromossomos, 
(d) formagao da membrana nuclear, (e) ligagao dos microtu¬ 
bulos aos cinetocoros, (f) migragao dos centrossomos para 
posigoes nos lados opostos do nucleo. 

2.11. Um espermatozoide de Drosophila con tern quatro cromosso¬ 
mos. Quantos cromossomos estariam presentes em uma esper- 
matogonia ao entrar na meiose? Quantas cromdtides estariam 
presentes em uma espermatogonia na metafase I da meioser 
Quantas estariam presentes na metafase II? 


compreensao e desenvolvem as habilidades analfticas. 

2.12. Em seres humanos, o gene para [3-globina esta situado no 
cromossomo 11 e o gene para a-globina, que e outro com- 
ponente da protema hemoglobina, esta situado no cromos¬ 
somo 16. Seria esperado que estes dois cromossomos for- 
massem par durante a meiose? Explique sua resposta. 

2.13. O crossing ocorre antes ou depois da duplicagao dos cromos¬ 
somos nas celulas que estao sofrendo meiose? 

2.14. Que caracteristicas visiveis dos cromossomos indicam que 
eles sofreram crossing durante a meiose? 

2.15. Durante a meiose, quando ocorre a disjungao de cromosso¬ 
mos ? Quando ocorre a disjungao das cromdtides ? 

2.16. Nas plantas com flores, o tecido esporofftico e haploide ou 
diploide? Quantos nucleos estao presentes no gametofito fe- 
minino? Quantos estao presentes no gametofito masculino? 
Eles sao nucleos haploides ou diploides? 

2.17. Pelas informagoes dadas neste capitulo, ha uma correlagao 
entre o tamanho do genoma (medido em pares de bases do 
DNA) e o numero de genes? Explique. 

2.18. Os bacteriofagos T1 infectam E. coli e as destroem. O pro- 
cesso de infecgao e tao eficiente que, com numeros iguais de 
fagos e bacterias em um tubo de cultura, todas as bacterias 
sao mortas em menos de 12 horas. Suponha que uma mistura 
de grandes numeros de fagos e bacterias seja incubada por 
12 horas e entao dispersa sobre a superficie de uma placa 
de cultura para determinar se alguma bacteria sobreviveu. 
No dia seguinte, uma unica colonia de bacterias e visfvel na 
superficie da placa. Como voce interpreta este resultado:' 

2.19. Em termos de conteudo de DNA, os cromossomos de leve- 
duras sao maiores ou menores que o cromossomo de E. coli ? 
Qual o significado de sua resposta? 

2.20. Tendo em vista o modo como os cromossomos se compor- 
tam durante a meiose, ha alguma vantagem para um orga- 
nismo ter um numero par de pares de cromossomos (como 
na Drosophila ), em oposigao a um numero impar de pares de 
cromossomos (como nos seres humanos) ^ 

2.21. Nas plantas com flores, dois nucleos do grao de polen parti¬ 
cipant dos eventos de fertilizagao. Com quais nucleos do ga¬ 
metofito feminino estes nucleos se combinamr Que tecidos 
sao formados pelos eventos de fertilizagao? 
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Basicos da Heran^a 


■ Topicos 

® Os Estudos de Mendel Sobre 
Hereditariedade 

® Aplica<;6es dos Principios de 
Mendel 

■ Formulando e Testando 
Hipoteses Geneticas 

® Principios Mendelianos em 
Genetica Humana 


0 Nascimento da Genetica: 

Uma Revolugao Cientifica 

A ciencia e uma busca complexa que envolve a 
observaqao cuidadosa de fenomenos naturais, 
pensamento reflexivo sobre tais fenomenos e a 
formulaqao de ideias testaveis sobre suas cau- 
sas e efeitos. O progresso na ciencia geralmente 
depende do trabalho de uma unica pessoa sagaz. 
Considere, por exemplo, o efeito que Nicolaus 
Copernicus causou na astronomia, que Isaac 
Newton causou na ffsica ou que Charles Darwin 
causou na biologia. Cada uma dessas pessoas alte- 
rou o curso de sua disciplina cientifica ao intro- 
duzir ideias radicalmente novas. Na verdade, eles 
deram origem a revoluqoes cientificas. 

Na metade do seculo dezenove, o monge aus- 
triaco Gregor Mendel, urn contemporaneo de 
Darwin, fincou os alicerces de outra revoluqao na 



Pisum sativum, o material dos experimentos de Gregor Mendel. 
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biologia, a que produziu uma ciencia totalmente nova - a genetica. As ideias de Men¬ 
del, publicadas em 1866 sob o titulo “Experimentos na Hibridizagao de Plantas” eram 
destinadas a explicar como as caracteristicas dos organismos sao herdadas. Muitas 
pessoas tentaram uma explicagao antes, mas sem muito sucesso. De fato, Mendel 
comentou sobre suas falhas nos paragrafos de abertura desse artigo: 

Sobre este tema, varios observadores cuidadosos, tais como Kolreuter, Gartner, Herbert, 
Lecoq, Wichura e outros, devotaram uma parte de suas vidas com perseveranqa incan- 
saveL 

[Entretanto] Os que observarem o trabalho neste departamento chegarao a convicqao 
de que, entre todos os numerosos experimentos feitos, nenhum teve esta amplitude e foi 
feito de tal modo, que possibilite a determinaqao do numero de formas diferentes que 
a prole dos hibridos apresentou ou que arrumasse tais formas com certeza de acordo 
com suas geraqoes separadas ou que avaliasse definidamente suas relates estatisticas. 1 

Ele entao descreveu seus proprios esforgos para elucidar o mecanismo da here¬ 
ditariedade. 

De fato requer coragem para fazer um trabalho de tal alcance; isto parece, entretanto, 
ser o unico modo certo pelo qual podemos finalmente alcanqar a solu^ao de uma duvida 
cuja importancia nao pode ser subestimada quanto a conexao com a historia da evoluqao 
das formas organicas. 

Esta publicaqao agora apresentada registra os resultados de tal experimento detalhado. 
Este experimento foi praticamente confinado a um pequeno grupo de plantas e e agora, 
apos oito anos de pesquisa, concluido em sua essencia. Se o piano pelo qual foram con- 
duzidos os experimentos separados era o mais adequado para atingir o fim desejado, e 
deixado para a amigavel decisao do leitor 2 


OS ESTUDOS DE MENDEL SOBRE 
HEREDITARIEDADE 

Os experimentos de Gregor Mendel com ervilhas 
elucidaram o modo como as caracteristicas sao 
herdadas. 

A vida de Gregor Johann Mendel 
(1822-1884) transpos a metade do se- 
^culo dezenove. Seus genitores eram 
fazendeiros na Moravia, que entao 
era parte do Imperio Hapsburg na 
Europa Central. Sua criagao rural o 
ensinou a plantar e a criar animais e inspirou seu interesse 
pela natureza. Aos 21 anos, Mendel deixou a fazenda e 
entrou para um monasterio catolico na cidade de Briinn 
(hoje, Brno na Republica Checa). Em 1847, ele foi orde- 
nado padre, adotando o nome Gregor pela igreja. Depois, 
ele ensinou na escola local, tendo-se retirado de 1851 a 
1853 para estudar na Universidade de Viena. Apos retor- 
nar a Briinn, ele retomou sua vida como monge-professor 

1,2 Peters, J. A., ed. 1959. Classic Papers in Genetics. Prentice-Hall, Englewood 
Cliffs, NJ. 


e comegou seus experimentos geneticos que acabaram por 
torna-lo famoso. 

Mendel fez experimentos com varias especies de plantas 
de jardim e ate tentou alguns experimentos com abelhas. Seu 
maior sucesso, entretanto, foi com ervilhas. Ele completou 
seus experimentos com ervilhas em 1864. Em 1865, Mendel 
apresentou os resultados a Natural History Society local e, 
no ano seguinte, publicou um relato detalhado nas publica- 
goes da sociedade. Veja Um Marco na Genetica: Publicagao 
de Mendel em 1866, no final deste capitulo. Infelizmente, 
esta publicagao ficou na obscuridade ate 1900, quando foi 
redescoberta por tres botanicos, Hugo de Vries na Holanda, 
Carl Correns na Alemanha e Eric von Tschermak-Seyse- 
negg na Austria. A medida que estes homens pesquisaram a 
literatura cientifica a procura de dados que apoiassem suas 
proprias teorias de hereditariedade, cada um descobriu que 
Mendel ja havia feito uma analise detalhada e cuidadosa ha 
35 anos. As ideias de Mendel rapidamente tiveram aceita- 
gao, sobretudo pelos esforgos promocionais de um biologo 
britanico, William Bateson. Este campeao das descobertas 
de Mendel criou um novo termo para descrever o estudo 
da hereditariedade: genetica, da palavra grega que significa 
“gerar”. 
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0 Organismo Experimental de Mendel, 
a Ervilha de Jardim 

Um motivo para o sucesso de Mendel e que ele escolheu 
astutamente seu material experimental. A ervilha de jardim, 
Pimm sativum , e uma dicotiledonea, um tipo de planta que 
produz duas folhas, ou cotiledones, a partir da germinacao 
de uma semente. As ervilhas sao facilmente cultivadas em 
jardins experimentais ou em vasos em uma estufa. 

Uma peculiaridade da reprodugao das ervilhas e que as 
petalas da flor ficam bem fechadas, impedindo que os graos 
de polen entrem ou saiam. Isto forga um sistema de auto- 
fertilizagao, no qual os gametas masculinos e femininos da 
mesma flor se unem para produzir sementes. Como resul- 
tado, as linhagens individuals de ervilhas sao altamente en- 
docruzadas, apresentando pouca ou nenhuma variagao gene- 
tica de uma geragao para outra. Devido a esta uniformidade, 
dizemos que tais linhagens sao puras. 

Mendel obteve muitas variedades puras diferentes de er¬ 
vilhas, cada uma distinta por uma determinada caracterfstica. 
Em uma linhagem, as plantas tinham 2 metros de altura, 
enquanto em outra elas mediam apenas meio metro. Outra 
variedade produzia sementes verdes, e ainda outra produzia 
sementes amarelas. Mendel tirou proveito destas caracteris- 
ticas contrastantes para determinar como sao herdadas tais 
caracteristicas de ervilhas. Seu foco nestas diferengas unicas 
entre linhagens de ervilhas permitiu-lhe estudar a heranga 
de uma caracterfstica de cada vez - por exemplo, a altura da 
planta. Outros biologos tentaram seguir a heranga de muitas 
caracteristicas simultaneamente, mas, como os resultados de 
tais experimentos eram complexos, eles foram incapazes de 
descobrir qualquer princfpio fundamental sobre hereditarie- 
dade. Mendel teve sucesso no contexto em que tais biologos 
falharam porque enfocou sua atengao em diferengas con¬ 
trastantes entre plantas que eram iguais no restante - alta 
versus baixa, sementes verdes versus amarelas, e assim em 
diante. Alem disso, ele manteve registros cuidadosos dos ex¬ 
perimentos que fez. 

Cruzamentos Monoibridos: 

Os Principios de Dominancia e Segregacao 

Em um experimento, Mendel fez fertilizagao cruzada - ou, 
simplesmente, cruzou - plantas altas e baixas para investigar 
como a altura era herdada (Fig. 3.1). Ele removeu cuidado- 
samente as anteras de uma variedade antes que seu polen ti- 
vesse amadurecido e entao aplicou o polen de outra variedade 
ao estigma, um orgao pegajoso no topo do pistilo que leva ao 
ovario. As sementes que resultaram destas fertilizagoes cru- 
zadas foram semeadas no ano seguinte, produzindo hfbridas 
que eram uniformemente altas. Mendel obteve plantas altas 
independente do modo como fazia o cruzamento (masculina 
alta com feminina baixa ou masculina baixa com feminina 
alta); assim, os dois cruzamentos recfprocos deram os mes- 
mos resultados. Ainda mais significativo, Mendel notou que 


Receptor Doador 





"1QT Toda a prole 
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Fig. 3.1 ■ Os cruzamentos de Mendel envolvendo as variedades 
alta e baixa de ervilhas. 
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a caracteristica baixa parecia ter desaparecido na prole do 
cruzamento, pois todas as plantas hfbridas eram altas. Para 
explorar a constituigao hereditaria desses hibridos altos, 
Mendel deixou que houvesse autofecundagao, o curso natu¬ 
ral de eventos nas ervilhas. Quando ele examinou a prole, ele 
viu que elas consistiam tanto em plantas altas quanto baixas. 
De fato, entre a prole de 1.064 que Mendel cultivou em seu 
jardim, 787 eram altas e 277 eram baixas, uma proporgao de 
aproximadamente 3:1. 

Mendel foi surpreendido com o aparecimento da carac¬ 
teristica de baixa altura. Claramente, os hibridos que ele fez 
cruzando as variedades alta e baixa tinham a capacidade de 
gerar prole baixa muito embora elas fossem altas. Mendel 
deduziu que esses hibridos tinham um fator genetico latente 
para baixa, que foi mascarado pela expressao de outro fator 
para alta. Ele disse que o fator latente era recessivo e que o 
fator expresso era dominante. Ele tambem deduziu que tais 
fatores recessivos e dominantes separavam-se um do outro 
quando eram produzidas plantas hfbridas. Isto lhe permitiu 
explicar o reaparecimento da caracteristica baixa na geragao 
seguinte. 

Mendel fez experimentos similares para estudar a heranga 
de seis outras caracterfsticas: textura da semente, cor da se- 
rnente, fonna da vagem, cor da vagem, cor da flor e posigao 
da flor (Quadro 3.1). Em cada experimento, chamado cruza¬ 
mento monoibrido porque estava sendo estudada so uma ca¬ 
racteristica, Mendel observou que apenas uma das duas carac- 
teristicas contrastantes apareceu nos hibridos e que, quando 
esses hibridos eram autofecundados, eles produziam dois 
tipos de prole, cada uma similar a uma das plantas nos cru- 
zamentos originais. Alem disso, ele observou que esta prole 
aparecia consistentemente em uma proporgao de 3:1. Assim, 
cada caracteristica que Mendel estudou parecia ser controlada 
por um fator hereditario que existia sob duas formas, uma 
dominante e a outra recessiva. Tais fatores hoje sao chamados 
de genes, uma palavra criada pelo botanico dinamarques Wi¬ 
lhelm Johannsen em 1909. Suas formas dominantes e reces- 
sivas sao chamadas alelos, da palavra grega que significa “um 
do outro”. Alelos sao formas alternativas de um gene. 

As correlagoes numericas regulares que Mendel obser¬ 
vou nesses cruzamentos o levaram a outra conclusao im- 
portante: que os genes existem aos pares. Mendel propos 


que cada uma das linhagens parentais que ele usou em seus 
experimentos levava duas copias identicas de um gene - na 
terminologia moderna, elas sao diploides e homozigotas. 
Entretanto, durante a produgao de gametas, Mendel propos 
que estas duas copias sao reduzidas a uma; isto e, os gametas 
que emergem da meiose levam uma unica copia de um gene 
- na terminologia moderna, eles sao haploides. 

Mendel reconheceu que o numero diploide de genes seria 
restaurado quando o espermatozoide e o ovocito se uniam 
para formar um zigoto. Alem disso, ele compreendeu que 
se o espermatozoide e o ovocito viessem de plantas geneti- 
camente diferentes, como ele fez em seus cruzamentos, o zi¬ 
goto hfbrido herdaria dois alelos diferentes, um da mae e um 
do pai. Tal prole e dita heterozigota. Mendel percebeu que 
alelos diferentes que estao presentes em um heterozigoto 
devem coexistir muito embora um seja dominante e o outro 
recessivo e que cada um desses alelos teria uma chance igual 
de entrar em um gameta quando o heterozigoto se reproduz. 
Alem disso, ele percebeu que a fertdlizagao aleatoria com 
uma populagao mista de gametas, metade levando o alelo 
dominante e metade levando o alelo recessivo, produziria 
alguns zigotos nos quais ambos os alelos eram recessivos. 
Assim, ele pode explicar o reaparecimento da caracteristica 
recessiva na prole de plantas hfbridas. 

Mendel usou sfmbolos para representar os fatores heredita- 
rios que ele postulou, uma inovagao metodologica. Com sfm¬ 
bolos, ele descreveu claramente e concisamente os fenomenos 
hereditarios e analisou matematicamente os resultados dos 
cruzamentos. Ele fez previsoes sobre o resultado de futuros 
cruzamentos. Embora a pratica de usar sfmbolos para analisar 
problemas geneticos tenha sido muito refinada desde a epoca 
de Mendel, os princfpios basicos permanecem os mesmos. Os 
sfmbolos representam os genes (ou, mais precisamente, seus 
alelos) e sao manipulados de acordo com as regras da heranga 
que Mendel descobriu. Tais manipulagoes sao a essencia da 
analise genetica formal. Como uma introdugao a este assunto, 
consideremos a representagao simbolica do cruzamento entre 
plantas altas e baixas de ervilhas (Fig. 3.2). 

As duas variedades puras, alta e baixa, sao homozigotas 
para alelos diferentes de um gene que controla a altura da 
planta. O alelo para baixa, sendo recessivo, e simbolizado 
pela letra minuscula d\ o alelo para alta, sendo dominante, 


QUADRO 3.1 


Resultados de Cruzamentos Monoibridos de Mendel 

Linhagens Parentais 

Prole F 2 

Proporgao 

Plantas altas x plantas baixas 

787 altas, 277 baixas 

2,84:1 

Sementes lisas x sementes rugosas 

5.474 lisas, 1.850 rugosas 

2,96:1 

Sementes amarelas x sementes verdes 

6.022 amarelas, 2.001 verdes 

3,01:1 

Flores violeta x flores brancas 

705 violeta, 224 brancas 

3,15:1 

Vagens infladas x vagens constritas 

882 infladas, 299 constritas 

2,95:1 

Vagens verdes x vagens amarelas 

428 verdes, 152 amarelas 

2,82:1 

Flores axiais x flores terminals 

651 axiais, 207 terminais 

3,14:1 
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Fig. 3.2 ■ Representagao simbolica do cruzamento entre ervilhas 
altas e baixas e um resumo dos resultados fenotipicos e genotfpicos. 


e simbolizado pela letra maiuscula correspondente D. Em 
genetica, a letra que e escolhida para indicar os alelos de um 
gene em geral e tirada da palavra que descreve a caracteris- 
tica recessiva (d, de dwarfness, ana). Assim, as linhagens alta e 
baixa sao representadas por DD e dd, respectivamente. Diz r 
se que a constituigao alelica de cada linhagem e seu geno- 
ripo. Em contraste, diz-se que o aspecto fisico de cada iinha- 
gem, a caracteristica alta ou baixa, e seu fenotipo. 

Como geragoes parentais, as plantas de ervilha altas e 
baixas formam a geragao P do experimento. Suas proles hf- 
bridas sao referidas como a primeira geragao filial, ou Fj, 
da palavra latina que significa “filho” ou “filha”. Como cada 
genitor contribui igualmente para sua prole, o genotipo das 
plantas I' ] deve ser Dd-, isto e, elas sao heterozigotas para os 
alelos do gene que controla a altura da planta. Seu fenotipo, 
entretanto, e o mesmo que o da geragao parental DD, pois D 
e dominante em relagao a d. Durante a meiose, essas plantas 
de Fi produzem dois tipos de gametas, Dad, em iguais pro- 
porgoes. Nenhum dos alelos mudotf'por ter coexistido com 
o outro em um genotipo heterozigoto; ao contrario, eles se 
sepaiam, ou segregam, um do outro durante a formagao de 
gametas. Este processo de segregagao alelica e talvez a des- 
coberta mais importante que Mendel fez. 

Na autofecundagao, os dois tipos de gametas produzidos 
pelos heterozigotos podem unir-se de todos os modos pos- 
siveis. Assim, eles produzem quatro tipos de zigotos (escre- 
vemos primeiro a contribuigao do ovocito): DD, Dd, dD e 
dd. Entretanto, devido a dominancia, tres destes genotipos 
tem o mesmo fenotipo. Assim, na geragao seguinte, referida 
como F 2 , as plantas sao ou altas ou baixas, em uma propor¬ 
gao de 3:1. 
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Mendel levou sua analise uma etapa adiante. As plantas 
de F 2 foram autofecundadas para produzir uma F 3 . Todas 
as plantas baixas de F 2 produzem apenas prole baixa, de- 
monstrando que eram homozigotas para o alelo d, mas a 
F 2 das plantas altas compreendeu duas categorias. Apro- 
ximadamente um tergo delas produziu apenas prole alta, 
enquanto os outros dois tergos produziram uma mistura 
de prole alta e baixa. Mendel concluiu, corretamente, que 
o tergo que era puro homozigoto DD e os dois tergos que 
estavam segregando eram heterozigotos Dd, Estas propor- 
goes, 1/3 e 2/3, eram exatamente o que sua analise previu 
porque, entre as plantas altas de F 2 , os genotipos DD e Dd 
ocorrem em uma proporgao de 1:2. 

Resumimos a analise de Mendel deste e de outros cruza- 
mentos monoibridos citando os dois principios basicos que 
ele descobriu: 

1. O Principio da Dominancia: Em um heterozigoto, um 
alelo pode mascarar a presenqa do outro. Este principio e re- 
lativo ao funcionamento genetico. Alguns alelos eviden- 
temente conti olam o fenotipo mesmo quando presentes 
em uma unica copia. Consideramos a explicagao fisiolo- 
gica deste fenomeno em capitulos posteriores. 

2. O Principio da Segregagao: Em um. heterozigoto, dois ale¬ 
los diferentessegregam-se um do outro durante a formagao de 
gametas. Este principio e relativo a transmissao genetica. 
Cm alelo e fielmente transmitido para a geragao seguinte, 
mesmo se estiver presente com um alelo diferente em um 
heterozigoto. A base biologica deste fenomeno e o pa- 
i eamento e a subseqiiente separagao dos cromossomos 
homologos durante a meiose, um processo discutido no 
Cap. 2. Consideraremos os experimentos que levaram a 
esta teoria cromossomica da hereditariedade no Cap. 5. 


Cruzamentos Diibridos: 

0 Principio da Distribui^ao Independente 

Mendel tambem fez experimentos com plantas que diferiam 
em duas caracteristicas (Fig. 3.3). Ele cruzou plantas que 
produziam sementes amarelas lisas com plantas que produ- 
ziam sementes verdes rugosas. O objetivo deste experimento 
era ver se as duas caracteristicas da semente, cor e textura, 
eram herdadas independentemente. Como as sementes de Fi 
eram todas amarelas e lisas, os alelos para estas duas carac¬ 
teristicas eram dominantes. Mendel cultivou plantas destas 
sementes e as deixou autofecundar-se. Ele entao classilicou 
as sementes de F? e as contou pelo fenotipo. 

As quatro classes fenotipicas na F 2 representam todas as 
combinagoes possiveis de cor e texmra das caracteristicas. 
Duas classes, sementes amarelas e lisas e sementes verdes e 
rugosas, assemelharam-se as linhagens parentais. As outras 
duas, sementes verdes e lisas e sementes amarelas e rugosas, 
mostraram novas combinagoes de caracteristicas. As quatro 
classes tinham uma proporgao aproximada de 9 amarelas e 
lisas:3 verdes e lisas:3 amarelas e rugosas:! verde e rugosa 
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Fig. 33 X Os cruzamentos de Mendel entre ervilhas que 
produziram sementes amarelas e lisas e ervilhas que produziram 
sementes verdes e rugosas. 


(Fig. 3.3). Para a mente agugada de Mendel, estas relagoes 
numericas sugeriram uma explicagao simples: Cada carac- 
teristica era controlada por um gene diferente segregando 
dois alelos, e os dois genes eram herdados independente- 
mente. 

Vamos analisar os resultados deste cruzamento dii- 
brido, on de dois fatores, usando os metodos de Mendel. 
Representamos cada gene por uma letra, usando a letra 
minuscula para o alelo recessivo e a maiuscula para o do- 
minante (Fig. 3.4). Para o gene de cor da semente, os dois 
alelos sao g (para verde, green) e G (para amarelo) e para o 
gene de textura da semente, eles sao w (para rugoso, wrink¬ 
led) e W (para liso). As linhagens parentais, que sao puras, 
devem ser duplamente homozigotas; as plantas de semente 
amarela e textura lisa eram GG WW e as plantas de semente 
verde e textura rugosa eram gg ww. Tais genotipos de dois 
genes sao habitualmente escritos com pares separados de 
alelos com um espago. 
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Fig. 3.4 & Representagao simbolica dos resultados de um cruzamento entre uma variedade de ervilhas com sementes amarelas e lisas e 
uma variedade com sementes verdes e rugosas. 
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Os gametas haploides produzidos por uma planta diploide 
contem uma copia de cada gene. Os gametas das plantas 
GG WW portanto contem uma copia do gene para cor da 
semente (o alelo G) e uma copia do gene para textura da 
semente (o alelo W). Tais gametas sao representados por G 
W. Por um raciocmio similar, os gametas das plantas gg ww 
sao escritos g w. A fertilizagao cruzada destes dois tipos de 
gametas produz hibridos de Fi que sao duplamente hetero- 
zigotos, simbolizados por Gg Ww, e seu fenotipo amarelo e 
liso indica que os alelos G e W sao dominantes. 

O Principio da Segregagao preve que os hibridos de 
Fi irao produzir quatro genotipos gameticos diferentes: 
(1) G W, (2) G w, (3) g We (4) g w. Se cada gene segrega seus 
alelos independentemente, estes quatro tipos serao igual- 
mente frequentes; isto e, cada um sera 25% do total. Com 
esta suposigao, a autofecundagao na Fi produzira uma gama 
de 16 genotipos zigoticos igualmente frequentes. Obtemos a 
disposigao zigotica combinando sistematicamente os game¬ 
tas, como mostrado na Fig. 3.4. Obtemos entao os fenotipos 
destes genotipos de F 2 notando que G e W sao os alelos 
dominantes. Em conjunto, existem quatro fenotipos distin- 
guiveis, com freqiiencias relativas indicadas pelo numero de 
posigoes ocupadas no arranjo. Para as freqiiencias absolutas, 
dividimos cada numero pelo total, 16: 


amarela, lisa 9/16 

amarela, rugosa 3/16 

verde, lisa 3/16 

verde, rugosa 1/16 


Esta analise e prevista por duas suposigoes: (1) cada gene 
segrega seus alelos e (2) tais segregagoes sao independentes 
umas das outras. A segunda suposigao significa que nao ha 
conexao ou ligagao entre os eventos de segregagao dos dois 
genes. Por exemplo, um gameta que recebe W pela segrega¬ 
gao do gene de textura tern a mesma possibilidade de receber 
G que de receber g pela segregagao do gene de cor. 

Os dados experimentals ajustam-se as previsoes de nossa 
analise? A Fig. 3.5 compara as freqiiencias previstas e as ob- 
servadas dos quatro fenotipos de F 2 de dois modos - por 
proporgoes e por freqiiencias numericas. Para as freqiiencias 
numericas, nos calculamos os numeros previstos multipli- 
cando a proporgao prevista pelo numero total de sementes 
da F 2 examinadas. Para ambos os metodos, obviamente ha 
uma boa concordancia entre as observagoes e as previsoes. 
Assim, as suposigoes nas quais fazemos nossa analise - segre¬ 
gagao independente dos genes da cor da semente e textura 
da semente - sao consistentes com os dados observados. 

Mendel fez experimentos similares com outras combina- 
goes de caracteristicas e em cada caso observou que os genes 
segregavam independentemente. Os resultados desses expe¬ 
rimentos o levaram ao terceiro principio basico: 

3. O Principio da Distribuigao Independente: Os alelos de 
genes diferentes segregam-se, ou como as vezes dizemos, distri- 


Observada Esperada 

Fenotipos de F 2 Numero Proporcao Numero Proporcao 

Q [Amarela lisa 315 0,567 313 0,563 [ 

O [Verde lisa 108 0,194 104 0,187 1 

[ Amarela rugosa 101 0,182 104 0,187 ~ 

1 Verde rugosa 32 0,057 35 0,063 | 

Total 556 1,000 556 1,000 

Fig. 3.5 ■ Comparagao entre os resultados observados e os 
esperados na F 2 do experimento de Mendel envolvendo os genes 
para cor da semente e textura da semente em ervilhas. 

buem-se , independentemente uns dos outros. Este principio e 
outra regra da transmissao genetica, baseado, como vere- 
mos no Cap. 5, no comportamento de pares diferentes de 
cromossomos durante a meiose. Entretanto, nem todos 
os genes seguem o Principio da Distribuigao Indepen¬ 
dente. No Cap. 7, consideraremos algumas excegoes im- 
portantes. 

mm P0NT0SIMP0RTANTES 

■ Mendel estudou a heranga de sete caracteristicas diferentes 
em ervilhas de jardim, cada uma sendo controlada por um gene 
diferente. 

■ A pesquisa de Mendel o levou a formular tres principios de 
heranga: (1) os alelos de um gene sao dominantes ou recessivos, 
(2) alelos diferentes de um gene segregam-se uns dos outros 
durante a formagao de gametas e (3) os alelos de genes diferen¬ 
tes distribuem-se independentemente. 


APLICA0ES DOS PRINCIPIOS DE MENDEL 

Os principios de Mendel podem ser usados para prever 
os resultados de cruzamentos entre linhagens diferentes 
de organismos. 

Se a base genetica de uma caracteristica e conhecida, os 
principios de Mendel podem ser usados para prever o resul- 
tado dos cruzamentos. Existem tres procedimentos gerais, 
dois baseados na representagao sistematica de todos os ge¬ 
notipos zigoticos ou fenotipos e um baseado na abordagem 
matematica. 

0 Metodo do Quadrado de Punnett 

Para situagoes que envolvem um ou dois genes, e possivel 
escrever todos os gametas e combina-los sistematicamente 
para gerar uma gama de genotipos zigoticos. Uma vez que 
eles tenham sido obtidos, pode ser usado o Principio da 
Dominancia para determinar os fenotipos associados. Este 
procedimento, chamado metodo do quadrado de Pun- 
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nett em homenagerrfao geneticista britanico R. C. Punnett, 
e um modo direto de prever o resultado de cruzamentos. 
Costumamos usa-lo para analisar o resultado zigotico do 
cruzamento com os hfbridos mendelianos de Fj amarelo e 
liso - um tipo de cruzamento comumente denominado en- 
trecruzamento (Fig. 3.4). Entretanto, em situagoes mais 
complicadas, como as que envolvem mais de dois genes, o 
metodo do quadrado de Punnett nao e recomendavel. Ve- 
remos adiante como o metodo do quadrado de Pumiett esta 
relacionado a uma abordagem de problemas geneticos que 
usam o conceito de probabilidade. 

0 Metodo da Linha Bifurcada 

Outro procedimento para prever o resultado de um cruza- 
mento envolvendo dois ou mais genes e o metodo da linha 
bifurcada. Entretanto, em vez de enumerar a prole em um 
quadrado combinando sistematicamente os gametas, nos a 
colocamos em um diagrama de linhas ramificadas. 

Como exemplo, consideremos um entrecruzamento de 
ervilhas que sao heterozigotas para tres genes que se dis- 
tribuem independentemente, um controlando a altura da 
planta, um controlando a cor da semente e um controlando 


a textura da semente. Este e um cruzamento triibrido - Del 
Gg Ww x Del Gg Ww - que pode ser dividido em tres cru¬ 
zamentos monoibridos - Del x Del, Gg x Gg e Ww x Ww 
pois todos os genes se distribuem independentemente. Para 
cada gene, esperamos que os fenotipos aparegam em uma 
pioporgao de 3:1. Assim, por exemplo, Del x Dd produzira 
uma proporgao de 3 plantas altasrl planta baixa. Usando o 
metodo da linha bifurcada (Fig. 3.6), podemos combinar es- 
tas proporgoes separadas em uma proporgao fenotipica geral 
para a prole do cruzamento. 

Tambein podemos usar este metodo para analisar os 
resultados de um cruzamento entre varios indivfduos he- 
terozigotos e os indivfduos homozigotos. Este tipo de 
cruzamento e chamado cruzamento teste. Por exemplo, 
se plantas de ervilhas Dd Gg Ww sao cruzadas com plantas 
dd gg ww , podemos prever os fenotipos da prole notando 
que cada um dos tres genes nos genitores heterozigotos 
segrega alelos dominantes e recessivos em uma proporgao 
de 1:1 e que o genitor homozigoto transmite apenas ale¬ 
los recessivos desses genes. Assim, os genotipos, e final- 
mente os fenotipos, da prole deste cruzamento dependem 
de que alelos sao transmitidos pelo genitor heterozigoto 
(Fig. 3.7). 


Cruzamento: Dd Gg Ww 


Segregacao de gene 
para altura da planta 


3 altas 


1 baixa 


Segregacao de gene 
para cor da semente 


3 amarelas- 



1 verde 


3 amarelas- 


1 verde 



Ww 


■ 3 lisas 

■ 1 rugosa 

• 3 lisas 
1 rugosa 

■ 3 lisas 

1 rugosa 

3 lisas 

■ 1 rugosa 


Fenotipos combinados 
de todos os tres genes 

=C>27 altas, amarelas, lisas 
=> 9 altas, amarelas, rugosas 


=4> 9 altas, verdes, lisas 
=> 3 altas, verdes, rugosas 


= ^ > 9 baixas, amarelas, lisas 
==> 3 baixas, amarelas, rugosas 

= £ > 3 baixas, verdes, lisas 
=> 1 baixa, verde, rugosa 


Fig. 3.6 ■ O metodo da linha 
bifurcada para prever o resultado de 
um cruzamento envolvendo tres genes 
que se distribuem independentemente 
em ervilhas. 



Cruzamento: 


Segregacao de gene 
para altura da planta 


1 alta 


Dd 


Gg 


Ww 


X 


dd 



ww 


Segregacao de gene Segregacao de gene 
para cor da semente para textura da semente 


1 amarela 



1 lisa 
1 rugosa 





Fenotipos combinados 
de todos os tres genes 

1 alta, amarela, lisa 
1 alta, amarela, rugosa 


1 verde 


—— 1 lisa 
■— 1 rugosa 


1 alta, verde, lisa 
£> 1 alta, verde, rugosa 


Fig. 3.7 ■ O metodo da linha bifurcada 
para prever o resultado de um 
cruzamento teste envolvendo tres genes 
que se distribuem independentemente 
em ervilhas. 


1 baixa 



1 lisa 
1 rugosa 

1 lisa 
1 rugosa 


C> 

£> 

C> 


1 baixa, amarela, lisa 
1 baixa, amarela, rugosa 

1 baixa, verde, lisa 
1 baixa, verde, rugosa 
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[NFOQUE JECNKO: Regras de Probabilidade 


A teoria da probabilidade explica a frequencia de eventos - por 
exemplo, a chance de ter cara ou coroa em um lanqamento de 
moeda, obter um as de um baralho ou obter um homozigoto 
dominante de um cruzamento entre dois heterozigotos. Em 
cada caso, o evento e o resultado de um processo - langar uma 
moeda, retirar uma carta, produzir uma prole. Para determinar a 
probabilidade de um determinado evento, devemos considerar 
todos os resultados possiveis do processo. A colegao de todos os 
eventos e chamada espaqo de amostra. Para o langamento de uma 
moeda, o espago de amostra contem dois eventos, cara e coroa; 
para retirar uma carta, ele contem 52, um para cada carta; e para 
os heterozigotos que produzem uma prole, ele contem tres, GG, 
Gg e gg. A probabilidade de um evento e a frequencia deste evento 
no espaqo de amostra. Por exemplo, as probabilidades associadas 
a cada um da prole de um cruzamento entre dois heterozigotos 
sao 1/4 (para GG), 1/2 (para Gg) e 1/4 (para gg). 

Em geral, surgem dois tipos de perguntas nos problemas que 
envolvem probabilidades: (1) Qual a probabilidade de que dois 
eventos, A e B, ocorram juntos? (2) Qual a probabilidade de que 
pelo menos um dos dois eventos, A ou B, ocorra? A primeira 
pergunta especifica a ocorrencia conjunta de dois eventos -AeB 
devem ocorrer juntos para responder a esta pergunta. A segunda 
e menos restritiva - se A ou B ocorre, a pergunta sera respondida. 
Um diagrama simples pode ajudar a explicar os significados 
diferentes destas duas perguntas. 



As formas no diagrama representam eventos no espago da 
amostra, e os tamanhos das formas refletem suas frequences 
relativas. As superposigoes entre os espagos indicam a ocorrencia 
conjunta de dois eventos. Se os eventos nao se superpoem, eles 
nunca podem ocorrer juntos. A primeira pergunta e relativa 
a probabilidade de que A e B ocorram; esta probabilidade e 


representada pelo tamanho da superposigao entre os dois eventos. 
A segunda pergunta e relativa a probabilidade de que A ou B ocorra; 
esta probabilidade e representada pelas formas combinadas dos 
dois eventos, incluindo, e logico, a superposigao delas. 

A Regra Multiplicativa: Se os eventos A e B sao independentes, 
a probabilidade de que eles ocorram juntos, representada por 
P(A e B), e P(A) X P(B). 

Aqui, P(A) e P(B) sao as probabilidades dos eventos individuais. 
Note que independente nao significa que eles nao sejam 
superpostos no espago da amostra. De fato, a nao-superposigao, 
ou disjungao, constitui eventos nao independentes, pois, se 
ocorrer um, o outro nao ocorrera. Na teoria das probabilidades, 
independente significa que um evento nao da informagao sobre 
o outro. Por exemplo, se uma carta retirada de um baralho for 
um as, nos nao temos informagoes sobre o conjunto de cartas. 
Assim, tirar um as de copas representa a ocorrencia conjunta de 
dois eventos independentes - a carta e um as (A) e e de copas (H). 
De acordo com a Regra da Multiplicagao, P(A e H) = P(A) x P(H), 
e como P(A) = 4/52 e P(H) = 1/4, P(A e H) = (4/52) x (1/4) = 1/52. 

A Regra da Adigao: Se os eventos A e B sao independentes, a 
probabilidade de que pelo menos um deles ocorra, indicado 
P(A ou B), e P(A) + P(B) - [P(A) x P(B)]. 

Aqui o termo P(A) x P(B), que e a probabilidade de que A e 
B ocorram juntos, e subtraido da soma das probabilidades, 
P(A) + P(B), pois a soma direta inclui este termo duas vezes. 
Como exemplo, suponha que procuramos a probabilidade 
de que uma carta tirada do baralho seja um as ou copas. 
De acordo com a Regra da Adigao, P(A ou H) = P(A) + P(H) 
- [P(A) X P(H)] = (4/52) + (1/4) - [(4/52) X (1/4)] = 16/52. 

Se os dois eventos nao se superpoem no espago da amostra, a 
Regra da Adigao reduz-se a uma expressao mais simples: P(A ou B) = 
P(A) + P(B). Por exemplo, suponha que procuramos a probabilidade 
de que uma carta retirada de um baralho seja um as ou um rei (K). 
Estes dois eventos nao se superpoem no espago da amostra; eles 
sao ditos mutuamente excludentes. Assim, P(A ou K) = P(A) + P(K) 
= (4/52) + (4/52) = 8/52. 


0 Metodo da Probabilidade 

Um metodo alternativo ao quadrado de Punnett e o da 
linha bifurcada, e mais rapido, e baseado no principio da 
probabilidade (veja Enfoque Tecnico: Regras de Proba¬ 
bilidade). A segregagao mendeliana e como langar uma 
moeda; quando um heterozigoto produz gametas, metade 


contem um alelo e metade contem o outro. Se sao cruza¬ 
dos dois heterozigotos segregantes, seus gametas combi- 
nam-se aleatoriamente, produzindo os genotipos zigoticos 
(Fig. 3.8). Suponhamos o cruzamento Aa x Aa. A chance 
de que um zigoto seja AA e simplesmente a probabilidade 
de que cada um dos gametas que se unem contenha A, ou 
(1/2) x (1/2) = (1/4), pois os dois gametas sao produzi- 
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Cruzamento: Aa X Aa 


A1 1 / 2 ) 

Gametas 

femininos 

a (1/2) 


Prole: 


Genotipo Frequencia Fenotipo Frequencia 


AA 

Aa 

1/4 

1/2 - 

J> Dominante 

3/4 

aa 

1/4 

Recessivo 

1/4 


Gametas masculinos 


A 

a 

(1/2) 

(1/2) 

AA 

Aa 

(1/4) 

(1/4) 

aA 

aa 

(1/4) 

(1/4) 


Cruzamento: Aa Bb X Aa Bb 


B- 

Segregacao ^/4) 
do gene B bb 
(1/4) 

Prole: 

Genotipo Frequencia Fenotipo _ Frequencia 



Segregacao 
do gene A 

A- (3/4) aa (1/4) 


A- B- 

(3/4) x (3/4) = 9/16 

aa B- 

(1/4) x (3/4) = 3/16 

A- bb 

(3/4) x (1/4) = 3/16 

aa bb 

(1/4) x (1/4) = 1/16 


Fig. 3.8 ■ Um cruzamento mostrando o metodo da probabilidade 
no contexto de um quadrado de Punnett. A frequencia de cada 
genotipo do cruzamento e obtida pelas frequences no quadrado 
de Punnett, que sao, por sua vez, obtidas multiplicando-se as 
frequences dos dois tipos de gametas produzidos pelos genitores 
heterozigotos. 


Fig. 3.9 ■ Aplicagao do metodo de probabilidade a um cruzamento 
envolvendo dois genes. Neste cruzamento, cada gene segrega 
fenotipos dominantes e recessivos, com probabilidades de 3/4 e 1/4, 
respectivamente. Como a segregacao ocorre independentemente, 
as frequencias dos fenotipos combinados dentro do quadrado sao 
obtidas multiplicando-se as probabilidades marginais. A frequencia 
da prole que mostra o fenotipo recessivo para pelo menos um dos 


dos independentemente. A chance de um homozigoto aa e 
tambem 1/4. Entretanto, a chance de um heterozigoto Aa 
e 1/2, pois existem dois modos de criar um heterozigoto 
— A pode vir de um ovocito e a de um espermatozoide, ou 
vice-versa. Como cada um destes eventos tern uma chance 
de um quarto de ocorrer, a probabilidade total de que uma 
prole seja heterozigota e (1/4) + (1/4) = (1/2). Nos obtemos 
portanto a seguinte distribuigao de probabilidade dos 
genotipos do cruzamento Aa x Aa: 

AA 1/4 

Aa 1/2 

aa 1/4 

Nos concluimos que (1/4) + (1/2) = (3/4) da prole tera o 
fenotipo dominante e 1/4 tera o recessivo. 

Para tal situagao simples, o uso do metodo da probabili¬ 
dade pode parecer desnecessario. Entretanto, em situagoes 
mais complicadas, ele e claramente o enfoque mais pratico 
para prever o resultado dos cruzamentos. Considere, por 
exemplo, um cruzamento entre plantas heterozigotas para 
quatro genes diferentes, cada um se distribuindo indepen¬ 
dentemente. Que fragao da prole sera homozigota para todos 
os quatro alelos recessivos? Para responder a esta pergunta, 
consideramos os genes um de cada vez. Para o primeiro gene, 
a fragao da prole que sera de homozigotos recessivos e 1/4, 
como sera para o segundo, o terceiro e o quarto genes. Por¬ 
tanto, pelo Principio da Distribuigao Independente, a fragao 
da prole que sera homozigota recessiva quadrupla e (1/4) x 
(1/4) x (1/4) x (1/4) = (1/256). Certamente, usar o metodo 


da probabilidade e um enfoque melhor que o quadrado de 
Punnett com 256 entradas! 

Consideremos agora uma questao ainda mais dificil. Que 
fragao da prole sera homozigota para todos os quatro genes? 
Antes de computar qualquer probabilidade, devemos pri¬ 
meiro decidir que genotipos satisfazem a questao. Para cada 
gene existem dois tipos de homozigotos, o dominante e o 
recessivo, e juntos eles constituent metade da prole. A fragao 
da prole que sera homozigota para todos os quatro genes 
sera portanto (1/2) x (1/2) x (1/2) x (1/2) = (1/16). 

Para ver todo o potencial do metodo da probabilidade, 
precisamos considerar mais uma questao. Suponha que o cru¬ 
zamento e Aa Bb x Aa Bb e que desejamos saber que fragao 
da prole apresentara o fenotipo recessivo para pelo menos 
um gene (Fig. 3.9). Tres tipos de genotipos satisfariam esta 
condigao: (1) A- bb (o trago representa A ou a ), (2) aa B- e 
(3) aa bb. A resposta a pergunta deve ser portanto a soma das 
probabilidades correspondentes a cada um destes genotipos. 
A probabilidade para A- bb e (3/4) x (1/4) = (3/16), aquela 
para aa B- e (1/4) x (3/4) = (3/16) e aquela para aa bb e (1/4) x 
(1/4) = (1/16). Somando-as, vemos que a resposta e 7/16. 

mm PONTOSIMPORTANTES 

■ O resultado de um cruzamento pode ser previsto pela enumera- 
gao sistematica de genotipos usando o quadrado de Punnett. 

■ Quando mais de dois genes estao envolvidos, o metodo da 
linha bifurcada ou da probabilidade e empregado para prever o 
resultado de um cruzamento. 
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FORMULANDO E TESTANDO HIPOTESES 
GENETICAS 

O teste do qui-quadrado e um modo simples de avaliar 
se as predigoes de uma hipotese genetica concordam 
com os dados de um experimento. 

Uma investigagao cientffica sempre comega com ob¬ 
servagoes de um fenomeno natural. As observagoes levam 
a ideias e perguntas sobre o fenomeno, e essas ideias ou 
perguntas sao exploradas mais amplamente conduzindo-se 
outras observagoes ou fazendo-se experimentos. Uma ideia 
cientffica bem formulada e denominada hipotese. Os dados 
coletados de observagoes ou experimentagao permitem que 
os cientistas testem hipoteses, isto e, determinem se uma 
hipotese particular deve ser aceita ou rejeitada. 

Como exemplo de teste de hipotese em genetica, consi- 
deremos a heranga de cor da flor em boca-de-leao Antirrhi¬ 
num majns y uma planta de jardim muito popular (Fig. 3.10 a). 
Duas linhagens puras foram obtidas de um estoque, uma com 
flores bem vermelhas e uma pura com flores brancas. Estas 
diferengas de cor tern uma base genetica? Para responder a 
esta pergunta, as duas linhagens foram cruzadas (Fig. 3.10£) 
para produzir hfbridos Fi, todos com flores rosa. Quando 
os hfbridos de F* foram intercruzados, eles produziram tres 
tipos de plantas de F 2 : vermelhas (62), rosa (131) e brancas 
(57), em numeros mostrados entre parenteses. Como pode- 
mos explicar os dados? 

Poderfamos formular uma hipotese de que a cor da flor 
e controlada por um unico gene com dois alelos, W (para 
vermelho) e w (para branco), e que as flores dos heterozigo- 
tos Ww sao rosa porque os alelos nao sao estritamente nem 


dominantes nem recessivos. De acordo com esta hipotese, a 
geragao P seria WW (vermelha) x ww (branca), produzindo 
hfbridos de Fi que seriam Ww (rosa), que, quando entrecru- 
zados, produziriam prole de F 2 WW (vermelha), Ww (rosa) 
e ww (branca) em uma proporgao de 1:2:1. Os numeros reais 
parecem apoiar isto, dando credito a tal hipotese. 

0 Teste do Qui-quadrado 

Podemos indagar se os dados de fa to apoiam uma hipotese 
particular. Esta pergunta e crftica, pois o valor de uma hipo¬ 
tese depende de sua capacidade de explicar os dados. Uma 
hipotese que nao se ajusta as necessidades precisa ser mo- 
dificada ou descartada em favor de algo melhor. Um proce- 
dimento para teste da correspondencia entre a previsao de 
uma hipotese e os dados reais usa uma estatfstica chamada de 
qui-quadrado (x 2 )- Uma estatfstica e um numero calculado 
a partir de dados — por exemplo, a media de um conjunto 
de valores examinados. A estatfstica do x 2 permite que um 
pesquisador compare dados, tais como os numeros que ob- 
temos de um experimento de cruzamento, com seus valores 
previstos. Se essa comparagao for desfavoravel, isto e, os da¬ 
dos nao corresponderem aos valores previstos, a estatfstica 
do x 2 excedera um numero crftico e a hipotese genetica sera 
rejeitada. Se a estatfstica do x 2 estiver abaixo deste numero, 
a hipotese sera aceita. A estatfstica do x 2 , portanto, reduz a 
hipotese testada a um procedimento simples e objetivo. 

Como exemplo, consideremos o cruzamento de boca-de- 
leao descrito antes. Os dados de F 2 parecem consistentes com 
a hipotese de que um unico gene esta segregando dois alelos. 
Entretanto, para avaliar esta hipotese objetivamente, precisa- 
mos comparar os dados com os valores previstos. A Fig. 3.11 
ilustra os calculos. 





Branca (ww) 


Fig. 3.10 ■ (a) Boca-de-leao, 
Antirrhinum majus. ( b ) Resultados 
dos cruzamentos entre 
variedades vermelha e branca de 
boca-de-leao. 
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Fenotipo de F 2 

Numero 

observado 

Numero 

esperado 

Vermelha 

62 

(1/4) x 250 = 62,5 

Rosa 

131 

(1/2) x 250 = 125 

Branca 

57 

(1/4) x 250 = 62,5 

Total 

250 

250 


Calculo da estatistica do qui-quadrado para testar a concordance 
entre numeros esperados e observados: 

(Observado - Esperado) 2 
Esperado 

(62 - 62,5) 2 + (131 -125) 2 + (57 - 62,5) 2 

62,5 125 62,5 

= 0,776 

Fig. 3.11 ■ Comparagao entre os resultados observados e os 
esperados e o calculo do x 2 para um cruzamento de hibridos de 
boca-de-leao. 

O procedimento e direto. Para cada classe fenotipica, 
computamos o numero esperado de prole multiplicando a 
proporgao mendeliana e o tamanho total da amostra. Com¬ 
putamos entao a diferenga entre os numeros observados e 
esperados e fazemos o quadrado destas diferengas para eli- 
minar os efeitos canceladores de valores positivos e negati- 
vos. Apos dividir o quadrado de cada diferenga pelo numero 
esperado correspondente da prole, somamos todos os termos 
e comparamos a estatistica de x" resultante com os valores 
de distribuigao do x" (Fig- 3.12). 

A distribuigao de valores de x“> que e estabelecida pela 
teoria estatistica, mostra a frequencia com que o x“ excede 
um determinado valor apenas por acaso. Os estatisticos re- 
comendam enfocar o valor limite de 5% da distribuigao. Se a 
hipotese estiver correta, a estatistica do x 2 ira exceder esse va¬ 
lor critico de 5% das vezes. Entretanto, se a hipotese estiver 



X 2 

Fig. 3.12 ■ Distribuigao de uma estatistica de x 2 * 


incorreta, ha uma chance muito maior de que o x 2 ira exceder 
o valor critico. Uma hipotese incorreta mais provavelmente 
produz grandes diferengas entre observagoes e expectativas. 
Quando tais grandes diferengas sao elevadas ao quadrado, elas 
produzirao um grande valor da estatistica de x‘, tun situado a 
direita na escala teorica. E costume rejeitar a hipotese se a es¬ 
tatistica do x 2 exceder o valor critico. Assim, se a hipotese for 
verdadeira, ha uma chance de 5% de rejeita-la erradamente. 

Voltando ao exemplo: o x 2 computado, 0,776, deve ser 
comparado com o valor critico de uma distribuigao teorica. 
Ocorre, porem, que existem muitas dessas distribuigoes, e 
para selecionar a apropriada precisamos conhecer os graus 
de liberdade associados a estatistica do x“- Este indice das 
distribuigoes de x 2 e determinado subtraindo-se um do nu¬ 
mero de classes fenotfpicas; neste exemplo, o numero de 
graus de liberdade e 3 - 1 = 2. Podemos agora comparar a es¬ 
tatistica computada de x~ com o valor critico da distribuigao 
teorica com 2 graus de liberdade (veja no Quadro 3.2 uma 
lista de valores criticos). Devido a estatistica computada, 
0,776, ser menor que o valor critico, 5,991, a hipotese de um 
gene segregando dois alelos nao e rejeitada. Concluimos que 
esta hipotese e uma explicagao adequada para os dados. 

Um problema resolvido ao final do capitulo mostra o que 
ocorre quando a estatistica do x~ c maior do que o valor 
critico. Outros problemas dao oportunidade para usar a es¬ 
tatistica do x 2 para hipoteses de testes geneticos. 

mm P0NT0SIMPORTANTES 

■ A estatistica do qui-quadrado e calculada como x 2 = 2 (numero 
observado - numero esperado) 2 /numero esperado, com a soma 
computada para todas as categorias que constituem os dados. 

■ Cada estatistica do qui-quadrado esta associada a um indice, os 
graus de liberdade, que e igual ao numero de categorias de dados 
menos um. 


QUADRO 3.2 


Valores Criticos 3 a 

5% de Qui-quadrado (\ 2 ) 

Graus de Liberdade 

Valor Critico a 5% 

1 

3,841 

2 

5,991 

3 

7,815 

4 

9,488 

5 

11,070 

6 

12,592 

7 

14,067 

8 

15,507 

9 

16,919 

10 

18,307 

15 

24,996 

20 

31,410 

25 

37,652 

30 

43,773 


a Selecionados de R.A. Fisher e Yates, 1943, Statistical Tables for Biological, 
Agricultural, and Medical Research. Oliver and Boyd, London. 
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PRINCIPIOS MENDELIANOS EM 

GENETICA HUMANA 

Os principios mendelianos podem ser aplicados ao 
estudo da heranga de caracterfsticas em humanos. 

A aplicagao dos principios mendelianos a genetica 
humana comegon logo apos a redescoberta da publicacao 
de Mendel em 1900. Entretanto, como nao e possivel fazer 
cruzamentos controlados com seres humanos, o progresso 
oiobviamente lento. A analise genetica da hereditarie- 
dade humana depende de registros familiares, one sao em 
geral incomplete*. Alem disso, os seres humanos, ao con- 
trano de orgamsmos experimentais, nao produzem muita 
prole, dificultando discermr as proporgoes mendelianas e 
os humanos nao sao mantidos e observados em ambience 
controlado. O erro de paternidade e outro problema em 
genetica humana, introduzindo um elemento de confu- 
sao nos dados. O tempo tambem e um fator, pois algumas 
condigoes geneticas nao se manifestam ate que uma pes- 
soa atanja a meia-idade. Por todos estes motivos, a analise 
genetica humana tern sido uma tarefa dificil. Entretanto 
a vontade de compreender a hereditariedade humana tern 
sido mu,to forte, e hoje em dia, a despeito dos obstaculos 
aprendemos sobre milhares de genes humanos. O Quadro 
a- cita algumas das condigoes que eles controlam. Discu- 

QUADRO 3.3 


Concludes Herdadas em Seres Humanos 


destXo! 1 ^ 35 dCStaS C ° ndi96eS Cm CapfUlloS P° sterior « 


Heredogramas 

Heredogramas sao diagramas que mostram o parentesco en- 
tre os membros de uma fanulia (Fig. 3.13 a). E costume re- 
presentar os homens com um quadrado e as mulheres com 
um circulo. Uma hnha horizontal ligando um circulo e um 
quadrado represents reprodugao. A prole da reprodugao e 
mostrada abaixo dos genitores, comegando pelo primeiro filho 
a esquerda e continuando, por ordem de nascimento, para a 
direita. Pessoas que tern uma condigao genetica sao indicadas 


<^> Sexo nao especificado 
O Mulher 
□ Homem 

9 | Pessoas com a caracteristica 
Falecido 

S (D Numero de criancas 
do sexo indicado 

l 




DyO Peproducao 
^ Vi (T*) Prole 


Caracterfsticas Dominantes 


Numeros romanos = Geracoes 

Numeros arabicos = Pessoas em uma geracao 

(a) Convencoes em um heredograma 


AcondropJasia (nanismo) 

Braquidactilia (dedos curtos) 

Cegueira noturna congenita 

Sindrome de Ehlers-Danlos (disnirbio do tecido conjuntivo) 
Doenga de Huntington (disturbio neurologico) 

Sindrome Alarfan (alto, estrutura magra) 

Neurofibromatose (crescimentos tipo tumorais no corpo) 
Sensibilidade gustativa a feniltiocarbamida (PTC) 
Bico-de-viuva 
Pelos lanosos 



(b) Caracteristica dominante 


Caracterfsticas Recessivas 

Albinismo (falta de pigmento) 

Alcaptomiria (disturbio do metabolismo de aminoacidos) 
Ataxia telangiectasia (disturbio neurologico) 

Fibrose cistica (disturbio respiratorio) 

Distrofia muscular Duchenne 

Galactosemia (disturbio do metabolismo de carboidratos) 
Doenga de armazenamento de glicogenio 
Fenilcetonuria (disturbio do metabolismo de aminoacidos) 
Anemia falciforme (disturbio da hemoglobina) 

Doenga Tay-Sachs (disturbio de estocagem de lipideos) 



(c) Caracteristica recessiva 


, . . y 1 [O) neranca de uma 

caracteristica dominante. A caracteristica aparece em cada geragao 

Uma , CaraCterlSt,Ca recessiva - As du - pessoas afetadas 
sao prole de parentes. 
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por cor ou sombreado. As geragoes em um heredograma em 
geral sao indicadas em numeros romanos, e determinadas pes- 
soas dentro de uma geragao sao referidas por numeros arabicos 
depois do numero romano. 

Caracteristicas causadas por alelos dominantes sao as mais 
faceis de identificar. Geralmente, cada pessoa que possui um 
alelo dominante manifesta a caracterfstica, possibilitando 
rastrear a transmissao do alelo dominante no heredograma 
(Fig. 3.13 b). Cada pessoa afetada deve ter pelo menos um ge- 
nitor afetado, a menos que, e claro, o alelo dominante tenha 
aparecido na famflia como resultado de uma mutagao nova 
- uma mudanga em um gene. Entretanto, a frequencia da 
maioria das novas mutagoes e muito baixa, da ordem de uma 
em um milhao. Conseqiientemente, o surgimento esponta- 
neo de uma condigao dominante e um evento extremamente 
raro. As caracteristicas dominantes que estao associadas a 
viabilidade ou fertilidade reduzida nunca se tornam freqiien- 
tes em uma populagao. Assim, a maioria das pessoas que 
apresentam tais caracteristicas sao heterozigotas para o alelo 
dominante. Se seus conjuges nao tiverem a caracterfstica, 
metade de seus filhos poderao herdar a condigao. 

Caracteristicas recessivas nao sao faceis de identificar 
porque podem ocorrer em pessoas cujos genitores nao sao 
afetados. As vezes, varias geragoes do heredograma sao ne- 
cessarias para tragar a transmissao de um alelo recessivo (Fig. 
3.13c). Entretanto, um grande niimero de caracteristicas re¬ 
cessivas foi observado em seres humanos - na ultima conta- 
gem, mais de 4.000. Caracteristicas recessivas raras sao mais 
provaveis de aparecer em um heredograma quando os con¬ 
juges sao aparentados - por exemplo, quando sao primos em 
primeiro grau. Esta incidencia aumentada ocorre porque os 
parentes compartilham alelos por terem ancestrais comuns. 
Irmaos compartilham metade de seus alelos, meio-irmaos um 
quarto de seus alelos e primos de primeiro grau um oitavo de 
seus alelos. Assim, quando tais parentes se reproduzem, eles 
tern maior chance de produzir um filho que seja homozigoto 
para um determinado alelo recessivo do que genitores nao 
aparentados. Muitos dos estudos classicos em genetica hu- 
mana sao baseados na analise de reprodugao entre parentes, 
principalmente primos de primeiro grau. Consideraremos 
este assunto em mais detalhes no Cap. 25. 

Segrega^ao Mendeliana em Familias Humanas 

Nos seres huinanos, o numero de filhos produzidos por um 
casal e tipicamente pequeno. Hoje nos EUA, a media e de 
cerca de dois. Nos pafses em desenvolvimento, e de seis a 
sete. Tais numeros nao fornecem nada proximo do poder 
estatfstico que Mendel teve em seus experimentos com er- 
vilhas. Conseqiientemente, as proporgoes fenotfpicas em fa¬ 
milias humanas em geral se desviam significativamente de 
suas expectativas mendelianas. 

Como exemplo, consideremos um casal heterozigoto para 
um alelo recessivo que, em condigao homozigota, causa fi¬ 
brose cfstica. Se o casal fiver quatro filhos, seria esperado que 
tres nao fossem afetados e um fosse afetado por fibrose cfstica? 


A resposta e nao. Embora este seja um resultado possfvel, nao 
e o unico. Existem de fato cinco possibilidades distintas: 

1. Quatro nao afetados, nenhum afetado. 

2. Tres nao afetados, um afetado. 

3. Dois nao afetados, dois afetados. 

4. Um nao afetado, tres afetados. 

5. Nenhum nao afetado, quatro afetados. 

Intuitivamente, o segundo resultado parece ser o mais prova- 
vel, pois esta de acordo com a proporgao mendeliana de 3:1. 
Podemos calcular a probabilidade deste resultado, e de cada 
um dos outros, usando os princfpios de Mendel e tratando 
cada nascimento como um evento independente (Fig. 3.14). 

Para um determinado nascimento, a chance de que a 
crianga seja nao afetada e de 3/4. A probabilidade de que todos 
os filhos sejam nao afetados e, portanto, (3/4) x (3/4) x (3/4) 
x (3/4) = (3/4) 4 = 81/256. Similarmente, a chance de que um 
determinado filho seja afetado e de 1/4; assim, a probabilidade 
de que todos os quatro sejam afetados e de (1/4) 4 = 1/256. 
Para encontrar as probabilidades dos tres outros resultados, 
precisamos reconhecer que cada um de fato depende de uma 
colegao de eventos distintos. O resultado de tres filhos nao 
afetados e um filho afetado, por exemplo, compreende quatro 
eventos distintos. Se U representar um filho nao afetado e A 
um filho afetado, e se escrevermos os filhos em sua ordem de 
nascimento, podemos representar estes eventos como 

UUUA, UUAU, UAUU e AUUU 

Como cada um tern a probabilidade de (3/4) 4 x (1/4), a proba¬ 
bilidade total para estes tres filhos nao afetados e um afetado, 
independente da ordem de nascimento, e 4 x (3/4)^ x (1/4). 
O coeficiente 4 e o numero de modos em que tres filhos po- 
deriam nao ser afetados e um poderia ser afetado em uma 
famflia com quatro filhos. Similarmente, a probabilidade de 
dois filhos nao afetados e dois afetados e 6 x (3/4)“ x (1/4)“, 
pois neste caso existem seis eventos distintos. A probabilidade 
de um filho nao afetado e tres afetados e 4 x (3/4) x (1/4) 3 , 
pois neste caso existem quatro eventos distintos. A Fig. 3.14 
resume os calculos sob a forma de probabilidade de distribui- 
gao. Como antecipado, tres filhos nao afetados e um filho afe¬ 
tado e o resultado mais provavel (probabilidade de 108/256). 
Entretanto, este resultado nao e esperado na maioria das vezes 
devido aos outros quatro resultados terem uma probabilidade 
combinada de 148/256. Neste exemplo, a crianga cai em duas 
classes fenotfpicas possfveis. Como so existem duas classes, 
as probabilidades associadas a varios resultados sao chamadas 
probabilidades binomiais. O Enfoque Tecnico: Probabilida¬ 
des Binomiais generaliza a analise deste exemplo para outras 
situagoes em que os filhos caem em duas classes fenotfpicas. 

Consulta Genetica 

O diagnostico de condigoes geneticas geralmente e um 
processo diffcil. Tipicamente, os diagnosticos sao feitos 
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[NFOQUE JECNICO: Probabilidades Binomiais 


A prole de reproduces as vezes segrega em duas classes distintas 
- por exemplo, homem ou mulher, saudavel ou doente, normal 
ou mutante, fenotipo dominante ou fenotipo recessivo. De modo 
generico, podemos referir-nos a estes dois tipos de prole como P e 
Q e notar que, para qualquer prole, a probabilidade de ser Pep,e 
a probabilidade de ser Q e q. Como existem apenas duas classes, q 
= 1 ~ P- Suponha que o numero total da prole en e que cada urn e 
produzido independentemente. Podemos calcular a probabilidade 
binomial de que x da prole caira em uma classe e y na outra: 

Probabilidade de x na classe P e y na classe Q = 


O termo entre colchetes contem tres funqoes fatoriais (n!, x!, e 
y!), cada urn dos quais e computado como uma serie descendente 
de produtos. Por exemplo, n\ = n(n - l)(n - 2 )(n - 3)...(3) (2) (1). Se 
for necessario 0!, ele e definido como urn. Na formula, o termo 
entre colchetes conta os diferentes modos, ou ordens, em que a 
prole n pode segregar-se de modo que x caia na classe P e y na 
classe Q. O outro termo, p x q y , da a probabilidade de se obter um 
modo ou ordem particular. Como cada uma das ordens e igual- 
mente provavel, a multiplicaqao deste termo pelo termo entre 
colchetes da a probabilidade de se obter uma prole x na classe P e 
y na classe Q, independente da ordem de ocorrencia. 

Se, para valores fixos de n, p e q, variarmos sistematicamente 
x e y, podemos calcular um conjunto de probabilidades. Este 
conjunto constitui uma distribui<;ao de probabilidade binomial. 
Com a distribui^ao, podemos responder a perguntas tais como 
Qual a probabilidade de que x exceda um determinado valor?" 
ou "Qual a probabilidade de que x fique entre dois determinados 
valores?" Por exemplo, consideremos uma familia com seis filhos. 
Qual a probabilidade de que pelo menos quatro sejam meninas? 
Para responder a esta pergunta, nos notamos que, para qualquer 
filho determinado, a probabilidade de que seja uma menina (p) e 
1/2 e a probabilidade de que seja um menino [q) tambem e 1/2. A 
probabilidade de que exatamente quatro crianqas em uma familia 
sejam meninas (e dois sejam meninos) e portanto [(6!)/(4! 2!)] 
(1/2) (1/2) 2 = 15/64, que e um dos termos na distribuiqao 
binomial. Entretanto, a probabilidade de que pelo menos quatro 
sejam meninas (e nao mais que dois sejam meninos) e a soma dos 
tres termos para esta distribuiqao: 


A distribute) binomial tambem da respostas a outros tipos de 
perguntas. Por exemplo, qual a probabilidade de que pelo menos 
um mas nao mais que quatro dos filhos sejam meninas? A resposta 
e a soma dos quatro termos: 


Evento 

Formula Binomial 

Probabilidade 

1 menina e 5 meninos 

[(6!)/(l! 5!)] X 
(1/2)' (1/2) 5 = 

6/64 

2 meninas e 4 meninos 

[(6!)/(2! 4!)] X 
(l/2) 2 (l/2) 4 = 

15/64 

3 meninas e 3 meninos 

[(6!)/(3! 3!)] X 
(1/2) 3 (1/2) 3 = 

20/64 

4 meninas e 2 meninos 

[(6!)/(4! 2!)] X 
(1/2) 4 (1/2) 2 = 

15/64 

Resumindo, vemos que a resposta e 56/64. 



Vamos agora considerar o exemplo discutido anteriormente. 
Um homem e uma mulher, ambos heterozigotos para o alelo 
mutante recessivo que causa fibrose cistica, planejam ter quatro 
filhos. Qual a chance de que um dos quatro filhos tenha fibrose 
cistica e os outros tres nao? Nos ja vimos por enumeraqao que a 
resposta a esta pergunta e 108/256 (veja Fig. 3.14). Entretanto, esta 
resposta tambem poderia ser obtida usando-se a formula binomial. 
A probabilidade de que um determinado filho seja afetado ep = 
1/4 e a probabilidade de que ele nao seja afetado e q = 3/4. O 
numero total de filhos e n = 4, o numero de filhos afetados e x 
= 1 e o numero de filhos nao afetados e y = 3. Juntando tudo, 
podemos calcular a probabilidade de que exatamente um dos 
quatro filhos do casal tenha fibrose cistica como 

[4!/l! 3!] (1/4) 1 (3/4) 4 = 4 X (1/4) X (27/64) = 108/256 

Nesta expressao, o termo em colchete e o numero de modos pelos 
quais um filho e afetado e tres filhos nao sao afetados em um total 
de quatro filhos. Este termo e geralmente chamado coeficiente 
binomial. Ele da o numero de modos pelos quais pode ocorrer 
um evento especifico. Para situaedes complexas envolvendo 
muitos resultados possiveis, este coeficiente juntamente com 
outros componentes da formula binomial permite-nos calcular 
as probabilidades que procuramos mais facilmente do que a 
enumera^ao exaustiva. 


Evento 

Formula Binomial 

Probabilidade 

4 meninas e 2 meninos 

[(6!)/(4! 2!)] X 
(1/2) 4 (1/2) 2 = 

15/64 

5 meninas e 1 menino 

[(6!)/(5! 1!)] X 
(1/2) 5 (1/2)' = 

6/64 

6 meninas e 0 menino 

[(6!)/(6! 0!)] X 
(1/2) 6 (1/2)° = 

1/64 


Portanto, a resposta e (15/64) 4- (6/64) + (1/64) = 22/64. 





















Genitores 


Cc X Cc 




4 criancas 

Quantas nao afetadas? 
Quantas afetadas? 


Numero de criancas que sao: 
Nao afetadas Afetadas 


Probabilidade 


4 0 lx (3/4) x (3/4) x (3/4) x (3/4) = 81/256 

3 1 4 x (3/4) x (3/4) x (3/4) x (1/4) = 108/256 

2 6 x (3/4) x (3/4) x (1/4) x (1/4) = 54/256 

1 3 4 x (3/4) x (1/4) x (1/4) x (1/4) = 12/256 

0 4 lx (1/4) x (1/4) x (1/4) x (1/4) = 1/256 

Distribuicao de probabilidade 



0 12 3 4 

Numero de criancas afetadas 

Fig. 3.14 ■ Distribuicao de probabilidade de familias com 
quatro filhos segregando uma caracteristica recessiva. 


nor medicos que foram treinados em genetica. O estudo 
destas condigoes requer grande dose de cuidadosa pesquisa, 
incluindo exame de pacientes, entrevista com parentes e 
triagem de estatfsticas vitais sobre nascimentos, mortes e 
casamentos. Os dados acumulados fornecem a base para 
definir clinicamente a condicao e determmar seu modo de 
heranga. 

Os prospectdvos genitores podem desejar saber se seus 
filhos correm riscos de herdar determinada condigao, espej 
cialmente se outros membros da familia foram afetados. E 
responsabilidade do consultor genetico avaliar tais riscos e 
explica-los aos prospectivos genitores. A avaliagao de risco 
requer familiaridade com probabilidade e estatfstica, bem 
como bom conhecimento de genetica. 

Como exemplo, consideremos urn heredograma mos- 
trando a heranga do cancer colorretal nao polipoide (Fig. 


3.15). Esta doenga e um dos varios tipos de cancer que sao 
herdados. Ele e devido a uma mutagao donunante que afcta 
cerca de 1 em 500 pessoas na populagao geral. A media de 
idade em que o cancer colorretal nao polipoide aparece em 
uma pessoa que tem a mutagao e de 42 anos. No heredo¬ 
grama, vemos que o cancer se manifestou em pelo menos uma 
pessoa em cada geragao e que todas as pessoas afetadas tern 
um genitor afetado. Estes fatos sao consistentes com o modo 
dominante de heranga desta doenga. 

A questao da consulta surge na geragao V. Entre as nove 
pessoas mostradas, duas sao afetadas e sete nao. a a uma 
das sete pessoas nao afetadas teve um genitor afetado que 
deve ser heterozigoto para a mutagao causadora de cancer. 
Assim, alguma destas sete pessoas nao afetadas pode ter 
herdado a mutagao e teria portanto risco de desenvolver 
cancer colorretal nao polipoide mais tarde na vida. So o 
tempo dira. A medida que as pessoas nao afetadas envelhe- 
cem, as que possuem a mutagao terao um risco aumentado 
de desenvolver a doenga. Assim, quanto mais tempo hca- 
rem nao afetadas, maior a probabilidade de que de fato nao 
seiam portadoras. Nesta situagao, o risco e uma fungao da 
idade da pessoa e deve ser avaliado empincamente a partir 
dos dados sobre a idade de infcio da doenga entre pessoas 
da mesma populagao, se possfvel da mesma familia. Cada 
uma das sete pessoas nao afetadas tera, e claro, que viver 
com a ansiedade de ser uma possivel portadora da muta¬ 
gao causadora de cancer.* Alem disso, em algum ponto te¬ 
rao de decidir se querem reproduzir-se e correr o risco de 
transmitir a mutagao para seus filhos. Discutiremos outros 
canceres herdados e os aspectos correlatos da consulta ge¬ 
netica no Cap. 24. _ 

Como outro exemplo, considere a situagao mostrada na 
Fig. 3.16. Um casal, indicado por R e S na hig. 3.16A esta 
preocupado com a possibilidade de ter um filho (T) com a - 
binismo, uma condigao autossomica recessiva caractenzada 
por ausencia completa do pigmento melanma na pele, nos 
olhos e nos cabelos. S, a mae prospecava, tem albmismo, e 
R o pai prospective, tem dois irmaos com albmismo. Fa 
rece, portanto, que a crianga tem algum risco de nascer com 
albinismo. 


*N.T.: Muitas doen^as geneticas ja foram mapeadas e podem ser identifica 
das por testes muito antes de sua manifestagao. Voce farm o teste para uma 
doenga tardia que ainda nao tem tratamento ou curar 



Fig. 3.15 ■ Heredograma mostrando a heranga de cancer colorretal nao polipoide. 
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UM J^ARCO NA ^ENETICA: Publica^ao de Mendel em 1866 


A publica^ao que iniciou a ciencia da genetica teve o ti'tulo “Ver- 
suche uber Pflanzenhybriden" que e traduzida do alemao como 
"Experimentos Com Plantas Hibridas” Esta pubtica^ao detalhou 
os estudos de Gregor Mendel sobre a heranqa em ervilhas. Ela foi 
publicada em 1866 pela Sociedade de Historia Natural de Brunn. 1 
No ano anterior, Mendel havia apresentado os resultados de seus 
estudos em palestras de duas reunioes da sociedade. 

Como a maioria das publicaqoes cientificas, a de Mendel con- 
tinha uma introdu^ao aos aspectos em estudo, uma descri^ao 
dos materials e metodos que ele usou nos experimentos, uma 
apresentasao detalhada dos resultados que ele obteve e uma dis- 
cussao desses resultados em termos da hipotese subjacente. A 
publicaqao e muito objetiva tanto em conteudo quanto em estilo. 
Mendel descreveu experimentos com sete caracteristicas dife- 
rentes de ervilhas: textura da semente, cor da semente, cor da 
flor, forma da vagem, cor da vagem, posiqao da flor e altura da 
Plants- Seu metodo foi cruzar variedades contrastantes de ervi¬ 
lhas — por exemplo, plantas altas com plantas baixas — e examinar 
a prole. Essa prole era entao autofecundada, e sua prole, tambem, 
era examinada. Mendel continou a estudar a prole de autofecun- 
da?ao por varias geraqoes. Os resultados de todo este trabalho 
deram-lhe a evidencia do Principio da Segrega^ao. Mendel tam¬ 
bem fez experimentos mais complicados em que duas ou tres ca¬ 
racteristicas eram estudadas simultaneamente em cruzamentos. 
Os resultados deste trabalho deram-lhe a evidencia do Principio 
da Distribuigao Independente. 

Poucas publica^oes cientificas tiveram o impacto que a de 
Mendel teve. Inicialmente, a publica^ao foi ignorada. Entretanto, 
quando seu significado foi reconhecido, tornou-se uma leitura 
obrigatoria para todos os interessados no estudo da hereditarie- 
dade. As gera^oes de leitores levantaram algumas duvidas sobre 
a publicaqao de Mendel. Mendel relatou literalmente seus resul¬ 
tados? A correspondence entre os dados e as provisoes de suas 
hipoteses e muito boa? Ele teria alterado, ou fabricado, os dados 
para apresentar o que melhor se ajustava a suas hipoteses? 

Em 1936, Ronald A. Fisher, um estatistico e geneticista brita- 
nico, apresentou uma analise da publica^ao de Mendel no Annals 
of Science, um periodico devotado a historia da ciencia. 2 Fisher 
tentou cuidadosamente reconstruir o que Mendel fez e quando 
ele o fez. A pesquisa de Mendel parece ter come<;ado com o cul- 
tivo de estoques de ervilhas em 1857. As primeiras hibridizaqoes 
entre variedades diferentes foram aparentemente feitas em 1858; 
outras hibridiza^oes foram feitas em 1859. Mendel seguiu a prole 
desses cruzamentos por seis geraqoes. Fisher supos que Mendel 
come<;ou seus cruzamentos diibridos e triibridos em 1861. Nesse 
ano, ele tambem aparentemente comec;ou os cruzamentos testes 
para determinar as proposes gameticas de plantas heterozigo- 
tas. Juntos, os experimentos de Mendel com ervilhas duraram oito 
anos, de 1857 a 1864. A magnitude desses experimentos e impres- 

’Mendel, G. 1866. Versuche uber Pflanzenhybriden. Verhandlungen Naturfor- 
shender Vereines in Brunn 10. 

Fisher, R.A. 1936. Has Mendels work been rediscovered? Annals of Science 
1:115-137 


sionante. Em alguns anos, Mendel cultivou mais de 5.000 plantas 
de ervilhas no jardim do monasterio. 

Fisher considera a questao sobre se Mendel relatou ou nao os 
experimentos com ervilhas do seguinte modo: 

A publica^ao de Mendel e, como frequentemente notado, um 
modelo com rela^ao a ordem e lucidez com a qual os fatos 
relevantes foram apresentados, e tal apresentado ordenada 
teria sido muito facilitada se o autor tivesse a liberdade de 
ignorar determinados cruzamentos e anos aos quais as plantas 
que contribuiram para qualquer resultado especial pudessem 
pertencer. Mendel era um experiente e bem-sucedido profes¬ 
sor e poderia muito bem adotar um estilo de apresentado 
adequado para as palestras sem ter nenhuma obrigado de 
complicar sua historia com detalhes nao essenciais. O estilo de 
apresentado didatica, com suas simplifica^oes convencionais, 
representa, como e bem conhecido, uma tradi^ao muito mais 
antiga entre os escritores cientificos que as narrativas mais li- 
terarias nas quais experimentos hoje sao habitualmente apre- 
sentados. 

Apos examinar a evidencia na publicaqao, Fisher conclui que 
os experimentos de Mendel devem ser considerados literalmente: 
“Seus experimentos foram feitos do modo e da ordem em que 
foram relatados. 

Fisher tambem considera a questao sobre se os dados de Men¬ 
del concordam ou nao tao bem com as provisoes de sua hipotese. 
Por exemplo, usando os dados que Mendel obteve em 1863, Fisher 
calculou uma estatfstica de x 2 para testar a verossimilhanga entre 
as observa?oes e as expectativas. O resultado, 15,54, e menor do 
que a metade do valor esperado da distribui?ao do x 2 com 41 
graus de liberdade, e Fisher disse “que um valor tao baixo rara- 
mente ocorre por acaso uma vez em 2.000 tentativas” 5 Portanto, 
ele conclui: Nao pode haver duvida de que os dados dos ultimos 
anos do experimento foram fortemente tendenciosos na direqao 
da concordancia com as expectativas.” 6 

A tendencia em favor dos resultados esperados e mais apa- 
rente nos experimentos que Mendel fez para determinar se as 
plantas de F 2 com um fenotipo dominante eram homozigotas ou 
heterozigotas para o alelo dominante. Seu procedimento foi dei- 
xar que as plantas se autofecundassem; entao, examinou 10 da 
prole. Se alguma das 10 mostrasse o fenotipo recessivo, o geni- 
tor era classificado como um heterozigoto. Se nenhuma das 10 
apresentasse este fenotipo, era classificada como homozigota. 
Fisher notou que, com este procedimento, alguns heterozigotos 
seriam incorretamente classificados como homozigotos apenas 
por acaso. A probabilidade deste erro e (0,75) 10 = 0,0563. Assim, a 
proporqao esperada de genitores segregantes para nao segregan- 
tes nao e 2:1 mas 1,88:1,11. Entre as 600 plantas que Mendel testou, 
201 foram classificadas como homozigotas e 399 foram classifi¬ 
ed. 

4 lbid. 

5 lbid. 

6 lbid. 
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cadas como heterozigotas. Estes numeros sao muito proximos 
das expectativas baseadas em uma propor^ao de 2:1, mas nao tao 
proximos das expectativas baseadas na proporqao corrigida para 
a probabilidade de classificaqao errada de heterozigotos como 
homozigotos. Com esta propor^ao, os numeros esperados sao de 
377,5 homozigotos e 222,5 homozigotos. Fisher notou que o des- 
vio dos dados de Mendel destes numeros previstos “e esperado 
uma vez em vinte e nove vezes.” 7 Para esta discrepancy, Fisher 
sugeriu “que Mendel foi iludido por algum assistente que sabia 
muito bem o que era esperado. Tal possibilidade e apoiada pela 
evidencia independente de que os dados da maioria dos experi- 
mentos, se nao de todos eles, haviam sido falsificados para con- 
cordar bem proximamente com as expectativas de Mendel/’ 8 
Em 2004, o respeitado geneticista Edward Novitski publicou 
um artigo sobre a critica dos resultados de Mendel por parte de 
Fisher 9 Novitski acredita que, no geral, tais resultados “ajustam-se 
mais proximamente as proporq:6es ... teoricamente esperadas do 
que se poderia esperar obter com base no acaso” e que “Particu- 
larmente perturbadores sao os dois grupos de experimentos nos 
quais os resultados de Mendel concordam proximamente com as 
proporqoes que Mendel pode ter considerado apropriadas mas 
que foram, de acordo com Fisher (1936), incorretas.” 10 Entretanto, 
Novitski argumenta que as criticas de Fisher sobre Mendel, es- 
pecialmente sua sugestao de que alguns dados experimentais 
podem ter sido falsificados, sao infundadas. O procedimento de 
Mendel para avaliar se uma planta de F 2 com um fenotipo domi- 
nante era homozigota ou heterozigota para o alelo dominante 
pode ter sido afetado por um erro na direqao oposta da que Fi¬ 
sher descreveu. Mendel baseou sua decisao sobre o genotipo de 
uma planta nos fenotipos de 10 de sua prole. Novitski propos 
que, para algumas das plantas, Mendel nao poderia obter a prole 
necessaria de 10. A taxa de falha na germinaqao da semente pode 
ter sido tao alta quanto 2 por cento. Se foi examinada uma prole 
de menos de 10, e pelo menos uma delas tinha o fenotipo reces- 
sivo, entao a planta genitora poderia ter sido corretamente clas- 
sificada como heterozigota. Entretanto, se uma prole menor que 
10 fosse examinada - digamos, apenas 8 ou 9 - e nenhuma delas 
apresentasse o fenotipo recessivo, o que Mendel faria? Novitski 
conjectura que Mendel nao teria classificado a planta parental 
como homozigota para o alelo dominante. Ele teria exclufdo essa 
planta das consideracoes e a substituido por outra planta que 
tinha de reserva. A planta excluida seria mais provavelmente uma 
homozigota dominante e a planta reserva mais provavelmente 
uma heterozigota. Assim, em um esfor<;o para aderir a esta re- 
gra de classifica<;ao de uma planta como homozigota dominante 
apenas apos contar uma prole dominante de 10, Mendel pode ter 
desviado seus resultados em favor de plantas heterozigotas. Este 

7 lbid. 

8 lbid. 

9 Novitski, E. 2004. On Fischers criticism of Mendels results with the garden 
pea. Genetics 166:1133-1136. 

10 lbid. 


erro contrabalanqa o descrito por Fisher e desloca a propor^ao 
observada entre heterozigotos e homozigotos dominantes para 
2:1, que foi a relatada por Mendel. 

Novitski tambem sugeriu que Mendel pode ter repetido al¬ 
guns dos experimentos em que os resultados que ele obteve “nao 
pareciam adequar-se a suas expectativas, nao com a intenqao de 
iludir, mas para ter certeza de que esses experimentos nao eram 
de fato fidedignos de exce^oes a suas regras. Tendo obtido dados 
adicionais, ele pode ter ou substituido os dados desviantes ante- 
riores por numeros ‘melhores’ ou combinado os dois grupos de 
dados, os quais geralmente obscurecem a amplitude dos desvios 
no primeiro grupo ... Pode ser observado que tais procedimen- 
tos provavelmente existem no preparo de dados para publicaqao 
mesmo hoje em dia” 11 

Quanto a possibilidade de que Mendel tenha alterado ou mani- 
pulado seus dados, Novitski disse que, se ele o fez, suas alteraqoes 
“sao baseadas nao no desejo de enganar, mas como uma concessao 
a sua audiencia despreparada. Podemos imaginar que, na epoca de 
escrever para a apresentaqao oral, Mendel mudou, para fins dida- 
ticos, alguns resultados especificos que desviariam sua audiencia 
do tema principal do artigo devido a sua natureza aparentemente 
aberrante. Certamente palavras tais como fraude ou desonesti- 
dade devem ser usadas com cautela. Talvez sua situaqao possa ser 
comparada a do competente professor de ciencia do colegio que, 
ao explicar a estrutura do atomo a seus estudantes, cai no modelo 
simples de Bohr, ciente de que, embora nao seja o correto, e o 
apropriado para a audiencia a qual se dirige.” 12 

QUESTOES PARA DISCUSSOES 

1. Hoje em dia, muitas publicaqoes cientificas contem quatro 
principais seqoes de texto - Introduqao, Materiais e Metodos, 
Resultados e Discussao - e sao geralmente precedidas por um 
resumo (ou sumario) e seguidas de uma bibliografia de referen¬ 
ces citadas. De que modo este formato varia entre periodicos 
que publicam artigos sobre genetica (por ex., Cell, Genetics , 
Proceedings of the National Academy of Sciences, Nature e 
Science )? De que modo isto difere do formato de publica<;6es 
de outras disciplinas tais como sociologia, legisla<;ao, historia 
e literatura? 

2. Gregor Mendel parece ter feito suas pesquisas para satisfazer 
sua propria curiosidade. Ele nao se beneficiou financeira ou 
profissionalmente da pesquisa, e, exceto o espaqo no jardim 
do monasterio e talvez a ajuda de uns poucos assistentes, seu 
trabalho nao precisou de nenhum outro tipo de apoio, diga¬ 
mos, por exemplo, uma verba governamental. O que estas cir- 
cunstancias dizem sobre o tipo de pessoa que Mendel era? 
Como ele pode ser comparado a cientistas profissionais que 
hoje trabalham em projetos de pesquisa? 

1] lbid. 

12 lbid. 
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Fig. 3.16 ■ (a) Um filho de 
indios Cuna do Panama com 
albinismo. (b) Heredograma 
mostrando a heran^a de 
albinismo. (c) Quadrado 
de Punnett mostrando 
que, entre a prole sem 
albinismo, a frequencia de 
heterozigotos e 2/3. 


Este risco depende de dois fatores: (1) a probabilidade de 
que R seja um portador heterozigoto do alelo de albinismo (a) e 
(2) a probabilidade de que ele transmita este alelo para T, se de 
fato ele for urn portador. S, que obviamente e homozigota para 
o alelo de albinismo, ira transmitir este alelo para sua prole. 

Para determinar a primeira probabilidade, precisamos 
considerar os possiveis genotipos para R. Um deles, de que 
ele seja homozigoto para o alelo recessivo {ad), esta excluido, 
pois sabemos que ele nao e albino. Entretanto, os outros 
dois genotipos, AA e Aa, permanecem como possibilidades 
distintas. Para calcular as probabilidades associadas a cada 
um deles, notamos que ambos os genitores de R teriam de 
ser heterozigotos, pois eles tern dois filhos com albinismo. A 
reprodugao que produziu R foi portanto Aa X Aa, e de tal 
reprodugao esperariamos 2/3 da prole sem albinismo como 
sendo Aa e 1/3 como sendo AA (Fig. 3.16c). Assim, a pro¬ 
babilidade de que R seja um portador heterozigoto do alelo 
de albinismo e 2/3. Para determinar a probabilidade de que 
ele transmitira esse alelo para seu filho, notamos que a estara 
presente em metade de seus gametas. 


Em resumo, o risco de que T seja aa 

= [Probabilidade de que R seja Aa] X [Probabilidade 
de que R transmita a, supondo que R seja Aa] 

= (2/3) X (1/2) | (1/3) 

O exemplo na Fig. 3.16 ilustra uma situagao simples de 
consulta na qual o risco pode ser determinado com precisao. 
Em geral, as circunstancias sao muito mais complicadas, di- 
ficultando a avaliacao do risco. A responsabilidade do con- 
suitor e analisar a informagao do heredograma e determinar 
o risco o mais precisamente possfvel. 

■H PONTOS IMPORTANTES 

■ Heredogramas sao usados para identificar caracteristicas do- 
minantes e recessivas em famflias humanas. 

■ A analise de heredogramas permite que os consultores geneti- 
cos avaliem o risco de uma pessoa herdar determinada carac- 
terfstica. 


Ilustram a analise genetica basica. 

1. Duas linhagens de camundongo altamente endocmzadas, uma tipos GG e Gg terao o mesmo fenotipo (pelagem preta); assim, a 
de pelagem preta e outra de pelagem cinza, foram cruzadas, e proporcao fenotipica na F 2 sera 3 pretos:l cinza. 
toda a prole tinha pelagem preta. Preveja o resultado do entre- 

cruzamento da prole. 2. Uma planta heterozigota para tres genes que se distribuem in- 

Resposta: As duas linhagens de camundongo sao evidentemente dependentemente, Aa Bb Cc, e autofecundada. Entre a prole, 
homozigotas para alelos diferentes de um gene que controla a preveja a frequencia de (a) individuos AA BB CC, (b) individuos 

cor da pelagem: G para preta e g para cinza; o alelo G 6 domi- aa bb cc, (c) individuos que sao ou AA BB CC ou aa bb cc, (d) in- 

nan te porque todos os animais da Fi sao pretos. Quando esses divfduos/ltf Bb Cc , (e) individuos que nao sao heterozigotos para 
camundongos, genotipicamnte Gg, sao entrecruzados, os alelos todos os tres genes. 

G e g irao segregar um do outro para produzir uma popula^ao Resposta: Como os genes se segregam independentemente, 

F 2 que consiste em tres genotipos, GG, Gg e gg, na proporgao podemos analisa-los um de cada vez para obter as respostas a 

de 1:2:1. Entretanto, devido a dominancia do alelo G, os geno- cada uma das perguntas. (a) Quando individuos Aa sao auto- 
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fecundados, 1/4 da prole sera AA ; do mesmo modo, para os 
genes B e C, 1/4 dos mdivi'duos serao BB e 1/4 serao CC. Entao 
aphcando a Regra da Multiplicagao de Probabilidades (vela, an- 
tenormente, Enfoque Tecnico: Regras de Probabilidade) para 
a ocorrencia conjunta dos tres eventos independences, pode- 
mos calenlar a frequence (isto e, a probabilidade) da prol tAA 
BB CC c omo (1/4) X (1/4) X (1/4) = 1/64. (b) A frequencia de 
indmduos aa bb cc pode ser obtida usando-se um raciocfnio si¬ 
milar. Para cada gene, a frequencia de homozigotos recessivos 
entre a prole e de 1/4. Portanto, a frequencia de homozigotos 
triplo-recessivos e (1/4) X (1/4) X (1/4) = 1/64. (c) Para obter 
a frequencia da prole que e homozigota triplo-dominante ou 
homozigota tnplo-recessiva - estes sao eventos mutuamente 
exclusivos -, aplicamos a Regra da Adigao de Probabilidade 
(ve,a Enfoque r ecnico: Regras de Probabilidade) e somamos 
os resultados de (a) e (b): 1/64 + 1/64 = 2/64 = 1/32 (d) 
Para obter a frequencia da prole que e triplo-heterozigota 
novamente usamos a Regra Multiplicativa. Para cada gene, a 
frequencia de prole heterozigota e 1/2; assim, a frequencia de 
triplo-heterozigotos deve ser (1/2) X (1/2) X (1/2) = 1/8 ( e ) 
A prole que nao e heterozigota para todos os tres genes ocorre 
com uma frequencia que e de um menos a frequencia caiculada 
em (d). Assim, a resposta el — 1/8 = 7/8. 

3. Duas linhagens puras de ervilhas, uma com plantas altas e flo- 
res violets. e outra com plantas baixas e flores brancas, foram 
cruzadas. Todas as plantas de F; eram altas e produziram flores 
violeta. Quando tais plantas foram retrocruzadas com a linha- 
gem parental de plantas baixas e flores brancas, foi obtida a 
segumte prole: 3 3 plantas altas, flores violeta; 48 altas, brancas; 
baixas, violeta; 52 baixas, brancas. Os genes que controlam 

merrte^ ° ^ ^ anta C 3 C ° r dor segregam independente- 

Resposta. A hipotese de distribuigao independente do tamanho 
da planta e cor das flores deve ser avaliada calculando-se um 
teste estaasaco de qui-quadrado dos resultados do experimento. 

aia o ter esta estatistica, os resultados devem ser comparados 
com as previsoes da hipotese genetica. Na suposigao de que os 
ois genes se distribuem independentemente, as quatro classes 
renotipicas na F 2 devem cada uma ser 25% do total (200)- isto 
e, cada uma deve conter 50 indivfduos. Para computar a esta¬ 
tistica do qui-quadrado (veja, anteriormente, O Teste do Qui- 
quadrado), devemos obter a diferenga entre cada observagao 


e seu valor previsto, fazer o quadrado das diferengas, dividir o 
quadrado de cada diferen?a pelo valor previsto e entao somar 
os resultados: 

x 2 = (53 - 50) 2 /50 + (48 - 50) 2 /50 + 

(47 - 50) 2 /50 + (52 - 50) 2 /50 = 0,52 

Esta estatistica deve ser comparada com o valor crftico da fre- 
quencia de distribuigao do qui-quadrado para 3 graus de liber- 
dade (caiculada como o numero de classes fenoupicas menos 
rnn). Como o valor computado na estatistica do qui-quadrado 
(0,50 e muito menor que o valor crftico (7,82; veja Quadro 3.2), 
nao ha evidencia para rejeitar a hipotese de distribuigao inde¬ 
pendente dos genes para tamanho da planta e cor da flor Assim 
podemos hipoteticamente aceitar a ideia de que estes dois genes 
distriDuem-se independentemente. 

4. A caracterisuca que esta segregando no heredograma seguinte e 
devida a um alelo dominante ou recessivo? 



Resposta: Ambos os afetados tern dois genitores nao afetados 
o que nao e consistente com a hipotese de que a caracterfstica 6 
e\u a a um alelo dominante. Assim, a caracterfstica parece ser 
devida a um alelo recessivo. 

5. Em uma famflia com tres filhos, qual a probabilidade de que 
dois sejam meninos e uma seja menina? 

Resposta: Para responder a esta pergunta, devemos aplicar a 
teona de probabilidades binomiais discutida, anteriormente, no 
Enfoque Tecnico: Probabilidades Binomiais. Para qualquer fi- 
Iho a probabilidade de que seja um menino e de 1/2, e a proba- 
bilidade de que seja uma menina e 1/2. Cada filho e produzido 
independentemente. Portanto, a probabilidade de dois meninos 
e uma menina e (1/2)-’ vezes o numero de modos pelos quais 
dois meninos e uma menina podem aparecer na ordem de nasci- 
mento. Este ultimo termo e o coeficiente binomial [3!/(2! X 1!)] 
— 3. Assim, a resposta final e 3 X (1/2) 3 = 3/8. 


Testar Seus Conhecimentos 


Integra conceitos e tecnicas diferentes. 


1. A fenilcetonuria, uma doenga metabolica em humanos, e c £ 
sada por um alelo recessivo, k. Se dois heterozigotos portadoi 
o a elo se casam e planejam uma famflia com cinco filhos: 
Qua a chance de que todas as criangas nao sejam afetadas? ( 
Qual a chance de que quatro criangas nao sejam afetadas e ur 
seja afetada pela fenilcetonuria? (c) Qual a chance de que pe 
menos tres filhos nao sejam afetados? (d) Qual a chance de q 
o primeiro filho seja uma menina nao afetada? 

Resposta: Antes de responder a cada pergunta, note que , 
uma reprodugao entre dois heterozigotos, a probabilida. 
de que uma determinada crianga seja nao afetada e 3/4 e 


?/u b l'i lllda J de dC qUe Uma determina<:la crianga seja afetada e 
em disso, para qualquer crianya nascida, a chance de 
que.se,a um menino e 1/2 e a chance de que seja uma menina 

(a) Para calcular a chance de que todas as cinco criangas sejam 
nao afetadas, use a Regra da Multiplicagao. Para cada crianga 
a chance de que seja nao afetada e 3/4, e todas as cinco crian¬ 
gas sao independentes. Conseqiientemente, a probabilidade 
de cinco criangas nao afetadas e (3/4) 5 = 0,237. Este e o pri¬ 
meiro termo da distribuigao de probabilidade binomial com 
p = 3/4 e q = 1/4. 
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(b) Para calcular a chance de que quatro criangas serao nao afe- 
tadas e uma afetada, compute o segundo tenno da distribui- 
gao binomial: 

= [5!/(4! 1!)] X (3/4) 4 X (1/4) 1 = 5 X (81/1.024) = 0,399 

(c) Para encontrar a probabilidade de que pelo menos tres crian- 
9 as nao sejam afetadas, some os primeiros tres termos da 
distribuigao binomial: 


com a expectativa mendeliana de 3:1. Essa falta de correlagao e 
suficientemente seria para rejeitar a hipotese? 

Podemos usar o procedimento de x 2 para testar a nao-con- 
cordancia entre os dados e as previsoes da hipotese. De acordo 
com a hipotese, 3/4 da prole F 2 do entrecruzamento amarelo 
X amarelo deve ser amarelo e 1/4 deve ser agouti. Usando tais 
proporgoes, podemos calcular os numeros esperados de prole 
em cada classe e entao calcular uma estatfstica de x 2 com 2-1 
= 1 grau de liberdade. 


Evento Formula Binomial Probabilidade 


5 nao afetados, 
0 afetado 
4 nao afetados, 

1 afetado 

3 nao afetados, 

2 afetados 


[(5I)/(5! 0!)] X 

(3/4) 5 (1/4)° = 0,237 

[(5!)/(4! 1!)] X 

(3/4) 4 (1/4) 1 = 0,399 

[(5!)/(3! 2!)] X 

(3/4) 3 (1/4) 2 = 0,264 

Total 0,900 


(d) Para determinar a probabilidade de que o primeiro filho seja 
rnna menina nao afetada, use a Regra da Multiplicagao: P(filho 
e filha nao afetados) = P(filho nao afetado) X P(menina) = 
(3/4) X (1/2) = (3/8). 


2. Camimdongos de populagoes do tipo selvagem tern pelo cinza- 
marrom (ou agouti ), mas, em uma linhagem de laboratorio, alguns 
dos camundongos tern pelagem amarela. Um macho amarelo e 
cruzado com varias femeas agouti. As reprodugoes produziram 
uma prole de 40, 22 com pelo agouti e 18 com pelo amarelo. Os 
animais de Fi sao entao entrecruzados para produzir uma F 2 , to- 
dos os quais sao agouti. Similarmente, os animais amarelos de 
sao entrecruzados, mas sua prole F 2 segrega em duas classes; 30 
sao agouti e 54 sao amarelos. Os cruzamentos subseqiientes entre 
animais amarelos de F 2 tambem segregam prole amarela e agouti. 
Qual a base genetdca dessas diferengas de cor de pelagem? 
Resposta: Notamos que o cruzamento agouti X agouti so pro- 
duz animais agouti e que o cruzamento amarelo X amarelo 
produz uma mistura de amarelo e agouti. Assim, uma hipotese 
razoavel e que a pelagem amarela seja causada por um alelo do- 
minante, A , e que a pelagem agouti seja causada por um alelo re- 
cessivo, a. De acordo com esta hipotese, as femeas agouti usadas 
no cruzamento inicial seriam aa e seu parceiro inicial seria Aa. 
Supomos que o macho seja heterozigoto porque produziu nu¬ 
meros aproximadamente iguais de prole agouti e amarela na F]. 
Entre eles, os animais agouti devem ser aa e os animais amarelos 

Aa. Estas atribuigoes genotfpicas surgem dos dados de F 2 , que 
mostram que os camundongos agouti de sao puros e os ama¬ 
relos de Fi segregaram-se. Entretanto, a proporgao de segre- 
gagao de amarelo para agouti (54:30) parece estar desalinhada 


Fenotipo de F 2 Obs. Esp. (Obs.-Esp.) 2 /Esp. 

amarelo (AA eAa) 54 (3/4) X 84 = 63 1,286 

agouti (aa) 30 (1/4) X 84 = 21 3,857 

Total 84 84 5,143 

A estatfstica de x (5,143) e muito maior que o valor crftico 
(3,841) para uma distribuigao de x 2 com 1 grau de liberdade. 
Conseqiientemente, nos rejeitamos a hipotese de que as cores 
de pelagem estao segregando de modo mendeliano 3:1. 

O que pode responder pela falha das cores de pelagem em 
segregar como foi suposto? Obtemos um indfcio notando que 
os cruzamentos subseqiientes amarelo X amarelo nao estabe- 
lecem uma linhagem amarela pura. Isto sugere que os animais 
amarelos sao todos heterozigotos Aa e que os homozigotosA4 
produzidos pelos cruzamentos entre os heterozigotos nao so- 
brevivem ate o estagio adulto. A morte embrionaria e, de fato, 
o motivo dos camundongos amarelos estarem sub-representa- 
dos nos dados de F 2 . O exame dos uteros de femeas gravidas 
revela que cerca de 1/4 dos embrioes morrem. Esses embrioes 
mortos devem ser genotipicamente AA. Assim, uma unica co- 
pia do alelo A produz um efeito fenotfpico visfvel (pelagem 
amarela), mas duas copias causam a morte. Levando em conta 
essa mortalidade embrionaria, podemos modificar a hipotese e 
prever que 2/3 da prole nativiva de F 2 deve ser amarela (Aa) e 
1/3 deve ser agouti (aa). Podemos entao usar o procedimento 
do x para testar esta hipotese modificada quanto a consisten- 
cia dos dados. 

Fenotipo de F 2 Obs. Esp. (Obs.-Esp.) 2 /Esp. 


amarela (Aa) 

54 

(2/3) X 84 = 56 

0,071 

agouti (aa) 

30 

(1/3) X 84 = 28 

0,143 

Total 

84 

84 

0,214 


Esta estatfstica de x" c menor que o valor crftico de uma distri— 
buifao de com 1 grau de liberdade. Assim, os dados estao de 
acordo com as previsoes da hipotese modificada. 


Questoes e Problemas 


Acentuam a compreensao e desenvolvem as habilidades analiticas. 


3.1. Com base nas observagoes mendelianas, preveja os resul- 
tados dos seguintes cruzamentos com ervilhas: (a) uma va- 
riedade alta (dominante e homozigota) cruzada com uma 
variedade baixa; (b) a prole de (a) autofecundada; (c) a prole 
de (a) cruzada com o genitor alto original; (d) a prole de (a) 
cruzada com o genitor baixo original. 


3.2. Mendel cruzou ervilhas que produziram sementes lisas 
com as que produziam sementes rugosas e autofecundou 
a prole. Na F 2 , ele observou 5.474 sementes lisas e 1.850 
sementes rugosas. Usando as letras We w para os alelos de 
textura das sementes, faga um diagrama dos cruzamentos 
de Mendel, mostrando os genotipos das plantas em cada 
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geragao. Os resultados sao consistentes com o Princfpio da 
Segregagao? 

3.3. Um geneticista cruzou camundongos selvagens de cor cinza 
com camundongos brancos (albinos). Toda a prole era cinza. 
Essa prole foi entrecruzada para produzir uma F 2 , que con- 
sistda em 198 cinza e 72 brancos. Proponha uma hipotese 
para explicar estes resultados, diagrame os cruzamentos e 
compare os resultados com as previsoes da hipotese. 

3.4. Uma mulher tern uma anomalia rara das palpebras chamada 
ptose, que a impede de abrir completamente os olhos. Sua 
condigao e causada por um alelo dominante, P. O pai da 
mulher tern ptose, mas sua mae tern palpebras normais. Sua 
avo paterna tern palpebras normais. 

(a) Quais sao os genotipos da mulher, de seu pai e de sua 
mae? 

(b) Que proporgao dos filhos da mulher terao ptose se ela se 
casar com um homem de palpebras normais? 

3.5. Em pombos, um alelo dominante C causa um padrao xa- 
drez nas penas; seu alelo recessivo c produz um padrao 
uni forme. A coloragao das penas e controlada por um 
gene que se distribui independentemente; o alelo do¬ 
minante B produz penas vermelhas e o alelo recessivo b 
produz penas marrons. As aves de uma variedade pura 
xadrez vermelha sao cruzadas com aves de uma variedade 
uniforme marrom. 

(a) Preveja o fenotipo da prole. 

(b) Se esta prole for entrecruzada, que fenotipos aparecerao 
na F 2 e em que proporgoes? 

3.6. Em camundongos, o alelo C para pelagem colorida e dominante 
em relagao ao alelo c para pelagem branca e o alelo V para corn- 
portamento normal e dominante sobre o alelo v para comporta- 
mento valsador, uma forma de descoordenagao. Cite os genoti¬ 
pos dos genitores em cada um dos seguintes cruzamentos: 

(a) camundongo colorido normal cruzado com branco nor¬ 
mal deu uma prole com 29 coloridos normais e 10 colori- 
dos valsadores; 

(b) camundongo colorido normal cruzado com colorido nor¬ 
mal produziu 38 coloridos normais, 15 coloridos valsado¬ 
res, 11 brancos normais e 4 brancos valsadores; 

(c) camundongo colorido normal cruzado com branco valsa¬ 
dor produziu 8 coloridos normais, 7 coloridos valsadores, 
9 brancos normais, e 6 brancos valsadores. 


3.7. Em coelhos, o alelo dominante B causa pelagem preta e o alelo 
recessivo b causa pelagem marrom; para um gene que se dis¬ 
tribui independentemente, o alelo dominante R causa pelagem 
longa e o alelo recessivo r (de rex) causa pelagem curta. Um 
coelho homozigoto com pelagem longa preta e cruzado com 
um coelho com pelagem curta marrom, e a prole foi entrecru¬ 
zada. Na F 2 , qual a proporgao de coelhos com pelagem longa 
preta que sera homozigota para ambos os genes? 


3.8. Em gado sho?~thoi~n , o genotipo RR causa pelagem vermelha, 
o genotipo rr causa pelagem branca e o genotipo Rr causa 
pelagem ruao. Um criador possui vacas e touros com pela¬ 
gem vermelha, branca e ruao. Que fenotipos devem ser espe- 
rados dos seguintes cruzamentos e em que proporgoes? 


(a) vermelho X vermelho; 

(b) vermelho X ruao; 

(c) vermelho X branco; 

(d) ruao X ruao. 

3.9. Quantos tipos diferentes de gametas da Fi, genotipos da F 2 e 
fenotipos da F 2 seriam esperados dos seguintes cruzamentos: 

(a) AA X aa\ 

(b) AA BB x an bb\ 

(c) AA BB CC X aa bb cc 

(d) Que formulas gerais sao sugeridas por estas respostas? 

3.10. Um pesquisador estudou seis genes que se distribuem in¬ 
dependentemente em uma planta. Cada gene tern um alelo 
dominante e um recessivo: R caule preto, r caule vermelho; D 
planta alta, d planta baixa; C vagem cheia, c vagem constrita; 
0 fruto redondo, 0 fruto oval; H folhas sem penugem, h folhas 
com penugem; W flor purpura, w flor branca. Do cruzamento 
(PI) Rr Dd cc Oo Hh Ww X (P2) Rr dd Cc 00 Hh ww, 

(a) Quantos tipos de gametas podem ser formados por PI? 

(b) Quantos genotipos sao possfveis entre a prole deste cru¬ 
zamento? 

(c) Quantos fenotipos sao possfveis entre a prole? 

(d) Qual a probabilidade de obter o genotipo Rr Dd cc Oo hh 
ww na prole? 

(e) Qual a probabilidade de obter um fenotipo preto, baixa, 
constrita, oval, com penugem, purpura na prole? 


3.11. Mendel fez um cruzamento teste de plantas de ervilha culti- 
vadas de sementes amarelas lisas de Fi com plantas cultiva- 
das de sementes verdes rugosas e obteve os seguintes resul¬ 
tados: 31 amarelas lisas; 26 verdes lisas; 27 amarelas rugosas; 
e 26 verdes rugosas. Estes resultados sao consistentes com a 
hipotese de que a cor da semente e a textura da semente sao 
controladas por genes que se segregam independentemente, 
cada um segregando dois alelos? 

3.12. Para cada uma das situagoes abaixo, determine os gratis de 
liberdade associados a estaustica de x" e decida se o valor 
observado de x~ justifica ou nao a aceitagao 011 rejeigao da 
proporgao genetica hipotetica. 


Proporgao Suposta x 2 Observado 


(a) 

(b) 

(c) 

(d) 


3:1 

7,0 

1:2:1 

7,0 

1:1:1:1 

7,0 

9:3:3:1 

5,0 


3.13. Faga um teste de x 2 para determinar se uma proporgao ob- 
servada de 30 plantas de ervilha altas:20 plantas dc ervilhas 
baixas e consistente com uma proporgao esperada de 1:1 do 
cruzamento Dd X dd. 


3.14. As capsulas das sementes de holsa-de-pastor sao ou trian¬ 
gulares ou ovoides. Um cruzamento entre uma planta com 
capsulas de semente triangulares e uma planta com capsulas 
de semente ovoides deu hfbridos de Fi todos com capsulas 
de semente triangulares. Quando esses hfbridos de F 1 foram 
intercruzados, eles produziram 80 plantas de F 2 , 72 das quais 
tinham capsulas de sementes triangulares e 8 tinham cap- 
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albinismo e de 1,7:1. O pesquisador ficou surpreso com o re- 
sultado porque pensou que seria esperada uma proporgao de 
3.1 com base no principio mendeliano de segregagao. Voce 
pode explicar a proporcao de segregagao aparentemente nao 
mendeliana nos dados do pesquisador? 

3.29. Urn genedcista cruzou plantas altas de ervilha com plan¬ 
ts baixas de ervilha. Todas as plantas de Ft eram altas. As 
plantas de foram autofecundadas, e as plantas F 2 sao clas- 
dfieadas por altura: 62 altas e 26 baixas. Destes resultados, 
o genedcista concluiu que a caracteristica baixa em ervilhas 
e devida a urn alelo recessivo (s) e alta e devida a urn alelo 
dominante (S). Nesta hipotese, 2/3 das plantas altas de F? 
de\ em ser heterozigotas Ss. Para testar esta previsao, o ge- 
neticista usa polen de cada uma das 62 plantas altas para 
lerdlizar os ovulos de flores emasculadas em plantas baixas. 
No ano seguinte, tres sementes de cada urn dos 62 cruza- 
mentos foram plantadas no jardim, e as plantas resultantes 


cresceram ate a maturidade. Se nenhuma das tres plantas de 
um cruzamento e baixa, o genitor masculino e classificado 
como sendo homozigotos SS ; se pelo menos uma das tres 
plantas de um cruzamento e baixa, o genitor masculino e 
classificado como sendo heterozigoto Ss. Usando este sis- 
tema de teste da prole, o genedcista concluiu que 29 das 62 
plantas altas de F? eram homozigotas SS e 33 destas plantas 
eram heterozigotas'S>. 

(a) Usando o procedimento do qui-quadrado, avalie estes re¬ 
sultados quanto a verossimilhanga com a predigao de que 
2/) das plantas altas de F 2 devem ser heterozigotas. 

(b) Explique por que o procedimento do genedcista para clas- 
sificar plantas altas de F 2 pelo genotipo nao e definitivo. 

(c) Ajuste quanto a incerteza no procedimento de classificagao 
do genedcista e calcule as ffeqiiencias esperadas de homo¬ 
zigotos e heterozigotos entre as plantas altas de F 2 . 

(d) Avalie as predigoes obtidas em (c) usando o procedimento 
do qui-quadrado. 
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A Genetica Cresce Alem do Jardim do 
Monasterio de Mendel 

Em 1902, entusiasmado pelo que leu no trabalho de 
Mendel, o biologo britanico William Bateson publicou 
uma traduqao para o ingles do texto em alemao de 
Mendel e acrescentou a ele urn curto relato sobre o 
que ele chamou de “Mendelismo — Os Principios da 
Dominancia, Segregaqao e Distribuigao Independente”. 
Depois, em 1909, ele publicou o Mendel’s Principles 
of Heredity, no qual ele resumiu todas as evidences 
entao disponiveis para apoiar os achados de Mendel. 
Esse livro foi marcante por dois motivos. Primeiro, ele 
examinou os resultados de experimentos de cruzamen- 
tos com muitas plantas e animais diferentes e em cada 
caso demonstrou que os principios de Mendel eram 
aplicados. Segundo, ele considerou as implicagoes des¬ 
ses experimentos e levantou duvidas sobre a natureza 
fundamental dos genes, ou, como Bateson as chamou, 
caracteristicas unitarias” Na epoca em que o livro de 
Bateson foi publicado, a palavra “gene” ainda nao tinha 
sido inventada. 

O livro de Bateson teve urn papel crucial em divul¬ 
gar os principios do mendelismo no mundo cienti- 
fico. Botanicos, zoologos, naturalistas, horticulturistas 
e criadores de animais entenderam a mensagem em 



CAPITULO 


Mendelismo 


linguagem simples: os principios de Mendel, testados 
por experimentos com ervilhas, feijoes, flores, algo- 
dao, trigo, cevada, tomates, milho e varias plantas 


Diversas especies de plantas crescendo em urn jardim. Experimentos 
com muitas plantas diferentes ampliaram os Principios de 
Dominancia, Segrega^ao e Distribuigao Independente de Mendel. 
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ornamentals, bem como em gado, ovelhas, gatos, camundongos, coelhos, cobaias, 
galinhas, pombos, canarios e mariposas, eram universais. No prefacio de seu livro, 
Bateson destacou que “O estudo da hereditariedade tornou-se assim um ramo 
organizado das ciencias fisiologicas, com resultados abundantes e promissorios 
insuperaveis.” 1 \ 


VARIA^AO ALELICA E FUNCIONAMENTO 
GENICO 

Os diversos tipos de alelos dos genes afetam fenotipos 
de modos diferentes. 

Os experimentos de Mendel estabele- 
ceram que os genes existem em formas 
alternativas. Para cada uma das sete ca- 
racterfsticas que ele estudou - cor da 
semente, textura da semente, altura da 
planta, cor da flor, posi^ao da flor, forma da vagem e cor da 
vagem Mendel identificou dois alelos, um dominante e 
o outro recessivo. Esta descoberta sugeriu uma dicotomia 
funcional simples entre alelos, como se um alelo nao fizesse 
nada e o outro tudo para determinar o fenotipo. Entretanto, 
pesquisas do initio do seculo vinte demonstraram que isto e 
uma simplificagao. Os genes podem existir em mais de dois 
estados alelicos, e cada alelo pode ter um efeito diferente 
sobre o fenotipo. 





Dominancia Incompleta e Co-dominancia 

Um alelo e dominante se tiver o mesmo efeito fenotfpico 
em heterozigotos que em homozigotos, isto e, os genoti- 
pos Aa e AA sao fenotipicamente indistingufveis. As vezes, 
entretanto, um heterozigoto tern um fenotipo diferente da- 
quele de ambos os homozigotos associados. A cor da flor 
em boca-de-leao, Antirrhinum majus , e um exemplo. As 
variedades branca e vermelha sao homozigotas para ale¬ 
los diferentes de um gene determinante de cor; quando 
cruzadas, elas produzem heterozigotos que tern flores 
rosa. O alelo para cor vermelha (W) e portanto conside- 
rado incompletamente, ou parcialmente, dominante em 
relagao ao alelo para a cor branca (w). A explicacao mais 
provavel e que a intensidade de pigmentagao nesta especie 
depende da quantidade de um produto especificado pelo 
gene para cor (Fig. 4.1). Se o alelo W especifica este pro¬ 
duto e o alelo w nao, os homozigotos WW terao o dobro do 
produto que os heterozigotos Ww e portanto apresentarao 

Bateson, W. 1909. Mendel's Principles of Heredity. University Press, Cam¬ 
bridge, Ingla terra. 



Fenotipo 

Genotipo 

Quantidade do 
produto genico 

Vermelha 

WW 

2x 

Rosa 

Ww 

X 

Branca 

ww 

0 


Fig. 4.1 ■ A base genetica da cor da flor em boca-de-leao. 

O alelo W e incompletamente dominante em relagao a w. As 
diferengas entre os fenotipos podem dever-se a diferengas na 
quantidade do produto especificado pelo alelo W. 


uma cor mais intensa. Quando o fenotipo do heterozigoto 
e intermediario aos fenotipos dos dois homozigotos, como 
aqui, o alelo parcialmente dominante as vezes e dito semi- 
dominante (da palavra latina para “metade”, e portanto 
semidominante). 

Uma outra exce 9 ao ao principio de dominancia simples 
surge quando um heterozigoto apresenta caracteristicas 
encontradas em cada um dos homozigotos associados. Isto 
ocorre com tipos sangiimeos humanos, que sao identificados 
testando-se produtos celulares especiais chamados antige- 
nos. Um antigeno e detectado por sua capacidade de rea- 
gir com fatores obtidos do soro do sangue. Esses fatores, 
que sao produzidos pelo sistema imunologico, reconhecem 
antfgenos bem especificamente. Assim, por exemplo, um 
soro, chamado anti-M, reconhece apenas o antigeno M nas 
celulas sangiimeas humanas; outro soro, chamado anti-N, 
reconhece apenas o antigeno N nestas celulas (Fig. 4.2). 
Quando um destes soros de tecta seu antigeno especifico em 
uma tipagem sangiifnea, as celulas aglomeram-se em uma 
reagao chamada aglntinaqao. Assim, testando-se celulas para 
aglutina 9 ao com soros diferentes, um tecnico de laboratorio 
pode identificar que antfgenos estao presentes e portanto 
determinar o tipo sangiifneo. 

A capacidade de produzir os antfgenos MeNe determi- 
nada por um gene com dois alelos. Um alelo permite que o 
antigeno M seja produzido; o outro permite que o antigeno 
N seja produzido. Os homozigotos para o alelo M produ- 
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. Tipo sanguineo 

Genotipo (antigeno presente) Reacoes com anti-soros 


l_M l_M 


LM LN 


LN l_N 


M 

(M) 


M N 
(MeN) 


N 

(N) 



Soro anti-M 


Soro anti-N 


Fig. 4.2 M A de.tecgao dos antigenos M e N em celulas sanguineas 
por aglutinagao com anti-soros especificos. Com soros anti-M e 
anti-N, podem ser identificados tres tipos de sangue. 


zem apenas o antigeno M, e os homozigotos para o alelo 
N produzem apenas o antigeno N. Entretanto, os hetero- 
zigotos para estes dois alelos produzem ambos os tipos de 
antigenos. Como os dois alelos parecem contribuir inde- 
pendentemente para o fenotipo dos heterozigotos, eles sao 
chamados co-dominantes. A co-dominancia significa que 
ha uma independence de fungao dos alelos. Nenhum dos 
alelos e dominante, ou mesmo parcialmente dominante, 
em relagao ao outro. Seria, portanto, improprio distinguir 
os alelos por letras maiusculas e minusculas, como tivemos 
em todos os exemplos anteriores. Em vez disso, os alelos 
co-dominantes sao representados por expoentes do slm- 
bolo do gene, que neste caso e a letra L, um tributo a Karl 
Landsteiner, o descobridor da tipagem sangiilnea. Assim, 
o alelo M e L M e o alelo N e Z/\ A Fig. 4.2 mostra os tres 
genotipos posslveis formados pelos alelos L M e e seus 
fenotipos associados. 


Alelos Multiplos 

O conceito mendeliano de que os genes existem em nao mais 
que dois estados alelicos teve que ser modificado quando os 
genes com tres, quatro ou mais alelos foram descobertos. 
Um exemplo classico de um gene com alelos multiplos e 
o que controla a cor da pelagem em coelhos (Fig. 4.3). O 
gene determinante da cor, indicado pela letra minuscula c, 
tern quatro alelos, tres dos quais sao distinguidos por um 
expoente: c (albino), c b ( himalaio ), c ch (chinchilla) e c + (tipo sel- 
vagem). Na condigao homozigota, cada alelo tern um efeito 
caracterlstico sobre a cor da pelagem: cc- pelos brancos por 
todo o corpo; c b c b - pelos pretos nas extremidades, pelos 
brancos em todo o restante; c cb c cb - pelos brancos com ex¬ 
tremidades do corpo pretas; c + c + - pelos coloridos por todo 
o corpo. Como a maioria dos coelhos nas populagoes sel- 
vagens sao homozigotos para o alelo c + , este alelo e cha- 
mado tipo selvagem. Em genetica, e costume representar 
os alelos tipo selvagem por um expoente mais apos a letra do 


Genotipo 



Albino 


c. 


Himalaio 



Tipo selvagem 


Fenotipo 


Pelos brancos por todo o corpo 


Pelos pretos nas extremidades; 
pelos brancos no restante 


Pelos brancos com pontas pretas 
no corpo 


Pelos coloridos por todo o corpo 


Fig. 4.3 ■ Cor da pelagem em coelhos. Os fenotipos 
diferentes sao causados por quatro alelos diferentes do gene c. 


gene. Quando o contexto e claro, a letra as vezes e omitida, 
e e usado apenas o sinal mais; assim, c + pode ser abreviado 
simplesmente por um +. 

Os outros alelos para o gene c sao mutantes - formas 
alteradas do alelo tipo selvagem que devem surgir as vezes 
durante a evolugao do coelho. Os alelos himalaio e chinchilla 
sao indicados por expoentes, mas o alelo albino e indicado 
simplesmente pela letra c (para incolor, outro termo para a 
condigao albina). Esta notagao reflete outro habito na no- 
menclatura genetica: os genes sao geralmente denomina- 
dos por um alelo mutante, em geral o alelo associado ao fe¬ 
notipo mais anormal. A convengao de denominar um gene 
pelo alelo mutante e em geral consistente com a convengao 
que discutimos no Cap. 3 - denominar os genes pelo alelo 
recessivo -, pois a maioria dos alelos mutantes sao recessi- 
vos. Entretanto, as vezes um alelo mutante e dominante, 
em cujo caso o gene e denominado por seu fenotipo asso¬ 
ciado. Por exemplo, um gene em camundongo controla o 
tamanho da cauda. O primeiro alelo mutante deste gene 
que foi descoberto causa um encurtamento da cauda em 
heterozigotos. Este mutante dominante foi portanto sim- 
bolizado por T, para tamanho da cauda. Todos os outros 
alelos deste gene, e existem muitos, sao indicados por uma 
letra maiuscula ou minuscula, dependendo de serein domi- 
nantes ou recessivos; alelos diferentes sao distinguidos uns 
dos outros por expoentes. 

Um outro exemplo de alelos multiplos vein do estudo de 
tipos sangiiineos humanos. Os tipos sangiimeos A, B, AB e 
O, como os tipos sangiiineos M, N e MN ja discutidos, sao 
identificados testando-se uma amostra de sangue com soros 
diferentes. Um soro detecta o antigeno A; outro, o antigeno 
B. Quando apenas o antigeno A esta presente nas celulas, o 
tipo sangiiineo e A; quando apenas o antigeno B esta pre¬ 
sente, o sangue e tipo B. Quando ambos os antigenos estao 
presentes, o sangue e tipo AB e, quando nenhum antigeno 
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QUADRO 4.1 


Genotipos, Fenotipos e Frequences no Sistema 
Sangumeo ABO 


Freqiiencia na 
Populagao 

Tipo Antigeno A Antfgeno B Branca dos 
Genotipo Sangumeo Presente Presente EUA (%) 


ffoufi 

A 

+ 

_ 

41 

I B foxxfi 

B 

- 

+ 

11 

f I B 

AB 

+ 

+ 

4 

a 

O 

- 

- 

44 


esta presente, o tipo eO.O tipo sangumeo para os antfgenos 
A e B e totalrnente independente dos tipos de antfgenos M 
eN. 

O gene responsavel por produzir os antfgenos A e B 
e indicado pela letra I. Ele tem tres alelos, I A , I B e i. O 
alelo I A especifica a produgao do antfgeno A e o alelo 
I B especifica a produgao do antfgeno B. Entretanto, o 
alelo i nao especifica um antfgeno. Entre os seis genoti- 
pos possfveis, existem quatro fenotipos distingufveis - os 
tipos sanglifneos A, B, AB e O (Quadro 4.1). Neste sis¬ 
tema, os alelos I A e I B sao co-dominantes, pois cada um 
e expresso igualmente nos heterozigotos I I , e o alelo 
i e recessivo tanto em relagao ao alelo T * quanto ao / . 
Todos os tres alelos sao encontrados em freqiien- 
cias apreciaveis em populagoes humanas; assim, o gene I e 
dito polimorfico, para a palavra grega que significa “tendo 
muitas formas”. Consideraremos o significado populacio- 
nal e evolutivo dos polimorfismos geneticos no Cap. 27. 

Serie Alelica 

As correlagoes funcionais entre os membros de uma serie 
de alelos mul tipi os podem ser estudadas fazendo-se combi- 
nagoes heterozigotas por meio de cruzamentos entre homo- 
zigotos. Por exemplo, os quatro alelos do gene c em coelhos 
podem ser combinados uns com os outros para fazer seis ti¬ 
pos diferentes de heterozigotos: Pc, c ch c, c + c, c cb c b c + P e c + c c . 
Estes heterozigotos permitem que sejam estudadas as rela- 
goes de dominancia entre os alelos (Fig. 4.4). O alelo tipo sel- 
vagem e totalrnente dominante em relagao aos outros alelos 
na serie; o alelo chinchilla e parcialmente dominante em rela¬ 
gao aos alelos himalaio e albino e o alelo himalaio e completa- 
mente dominante em relagao ao alelo albino. Tais relagoes de 
dominancia podem ser resumidas como c + > c lb > c b > c. 

Note que a hierarquia de dominancia e paralela aos efei- 
tos que os alelos tem sobre a cor da pelagem. Uma explica- 
gao plausfvel e que o gene c controla uma etapa na forma- 
gao de pigmento preto na pelagem. O alelo tipo selvagem 
e totalrnente funcional neste processo, produzindo pelos 
coloridos distribufdos no corpo. Os alelos chinchilla e hima¬ 
laio sao apenas parcialmente funcionais, produzindo alguns 
pelos coloridos, e o alelo albino nao e funcional. Alelos nao 


Fig. 4.4 ■ Fenotipos de 
diferentes combinagoes de 
alelos c em coelhos. Os alelos 
formam uma serie, com o alelo 
tipo selvagem, c , dominante em 
relagao a todos os outros alelos e 
o alelo nulo, c (albino), recessivo 
em relagao a todos os outros 
alelos; um alelo hipomorfo, 
c ch ( chinchilla ), e parcialmente 
dominante em relagao a outro, 

(P (himalaio). 


funcionais sao ditos nulos ou amorfos (das palavras gregas 
para a sem forma”); eles sao quase sempre totalrnente reces- 
sivos. Alelos parcialmente funcionais sao ditos hipomorfos 
(das palavras gregas para “com menos forma”); eles sao 
recessivos em relagao aos alelos que sao mais funcionais, 
incluindo (geralmente) o alelo tipo selvagem. Mais adiante 
neste capftulo, consideraremos a base bioqufmica para tais 
diferengas. 

Testando Mutacoes Geneticas Quanto a Alelismo 

Um alelo mutante e criado quando um alelo existente muda 
para um novo estado genetico, um processo chamado muta- 
gao. Este evento sempre envolve uma mudanga na composi- 
gao hsica do gene (veja Cap. 13) e as vezes produz um alelo 
que tem um efeito fenotfpico detectavel. Se, por exemplo, o 
alelo c + sofre mutagao para um alelo nulo, um coelho homo- 
zigoto para esta mutagao teria o fenotipo albino. Entretanto, 
nem sempre e possfvel atribuir uma nova mutagao a um gene 
com base em seu efeito fenotfpico. Em coelhos, por exem¬ 
plo, varios genes determinam a cor da pelagem, e uma mu¬ 
tagao em qualquer um deles pode reduzir, alterar ou abolir 
a pigmentagao dos pelos. Assim, se surge uma nova cor em 
uma populagao de coelhos, nao e imediatamente claro qual 
gene sofreu mutagao. 

Um simples teste pode ser usado para determinar a iden- 
tidade alelica de uma nova mutagao, desde que a nova mu¬ 
tagao seja recessiva. O procedimento envolve cruzamentos 
para combinar as novas mutagoes recessivas com mutagoes 
recessivas de genes conhecidos (Fig. 4.5). Se a prole hfbrida 
apresenta um fenotipo mutante, entao a nova mutagao e a 
mutagao testadora sao alelos do mesmo gene. Se a prole hf¬ 
brida apresentar um fenotipo selvagem, entao a nova muta¬ 
gao e a mutagao testadora nao sao alelos do mesmo gene. Este 
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Mutacao 
recessiva nova 


c*c* X s 


Fig. 4.5 ■ Um esquema geral destinado a testar mutates 
recessivas para alelismo. Duas mutagoes sao alelas se um hfbrido 
que contem ambas tern o fenotipo mutante. 


Genotipo Fenotipo 

testador hfbrido Conclusao 


a a 

«=> Tipo selva 

igem aec* nao alelos 

b b 

^ Tipo selva 

gem bee* nao alelos 

c c 

■=> Mutante 

c e c* alelos 

dd c=> Tipo selvagem dec* nao alelos 


teste e baseado no princfpio de que mutagoes do mesmo 
gene prejudicam a mesma fungao genetica. Se duas destas 
mutagoes sao combinadas, o organismo sera anormal para 
esta fungao e apresentara um fenotipo mutante, mesmo se as 
duas mutacoes tiverem uraa origem independente. 

E importante lembrar que este teste aplica-se apenas a 
mutagoes recessivas. Mutagoes dominantes nao podem ser 
testadas deste mode porque exercem seus efeitos mesmo que 
esteja presente uma copia tipo selvagem do gene. 

Como exemplo, consideremos a analise de duas mutacoes 
recessivas que afetam a cor dos olhos na mosca-das-frutas 
Drosophila melanogaster (Fig. 4.6). Este organismo foi inves- 
tigado por geneticistas durante quase um seculo, e muitas 
mutagoes diferentes foram identificadas. Duas mutagoes iso- 
ladas independentemente, chamadas cinnabar e scarlet, sao 
renotipicamente indistingufveis, cada uma determinando 
olhos vermelho-claros. Em moscas tipo selvagem, os olhos 
sao vermelho-escuros. Queremos saber se as mutagoes cin¬ 
nabar e scarlet sao alelos de um unico gene determinante 
de cor ou se sao mutagoes em dois genes diferentes. Para 
encontrar a resposta, devemos cruzar as linhagens mutantes 
homozigoras entre si para produzir uma prole hfbrida. Se os 
hibridos tiverem olhos vermelho-claros, concluiremos que 
cinnabar e scarlet sao alelos do mesmo gene. Se tiverem olhos 
vermelho-escuros, concluiremos que sao mutagoes em genes 
diferentes. & 

A prole hfbrida tin ha olhos vermelho-escuros; isto e, sao 
do tipo selvagem, e nao mutante. Assim, cinnabar e scarlet nao 
sao alelos do mesmo gene, mas sim mutagoes em dois genes 
diferentes, cada um aparentemente envolvido no controle da 
pigmentagao do olho. Quando testamos uma terceira muta- 
gao, chamada cinnabar-2, quanto a alelismo com as mutagoes 
cinnabar e scarlet, observamos que a combinagao hfbrida de 
cinnabar-2 e cinnabar tern o fenotipo mutante (olhos venne- 
o-c aios) e a combinagao hfbrida de cinnabar-2 e scarlet 
tern o fenotipo selvagem (olhos vermelho-escuros). Estes 
resultados nos dizem que as mutagoes cinnabar e cinnabar-2 
sao alelos de um gene determinante de cor e que a mutagao 
scarlet nao e um alelo deste gene. A mutagao scarlet define um 
outro gene determinante de cor. 

O teste para determinar se as mutagoes sao alelos de um 
determinado gene e' baseado no efeito fenotfpico de com¬ 
binagao das mutagoes no mesmo indivfduo. Se a combina¬ 
gao hfbrida e mutante, nos conclufmos que as mutagoes sao 
alehcas; se for tipo selvagem, conclufmos que elas nao sao 


Fenotipos 




Tipo selvagem 


Mutantes 
cinnabar 
cinnabar-2 
scarlet 


Testes para alelismo 


Cruzamento 
cinnabar X scarlet 

0 0 


cinnabar-2 X cinnabar 


cinnabar-2 X scarlet 

9 9 


Cor de olho do hfbrido 
Tipo selvagem 


Mutante 



Conclusao 


cinnabar e 
scarlet sao 
mutacoes em 
genes diferentes. 

cinnabar-2 e 
cinnabar sao 
alelos do mesmo 
gene. 

cinnabar-2 e 
scarlet sao 
mutacoes em 
genes diferentes. 


Fig. 4.6 ■ Um teste para alelismo envolvendo mutagoes recessivas 
para cor de olho em Drosophila. Tres mutagoes fenotipicamente 
identicas, cinnabar, scarlet e cinnabar-2, sao testadas para alelismo 
fazendo-se cruzamentos pareados entre moscas homozigotas para 
mutagoes diferentes. Os fenotipos dos hibridos mostram que as 
mutagoes cinnabar e cinnabar-2 sao alelos de um unico gene e que 
a mutagao scarlet nao e um alelo deste gene. 


alehcas. O Cap. 14 discute corao este teste, chamado teste de 
complementagdo na terminologia moderna, permite que gene- 
ticistas definam as fungoes de genes individuals. 


Varia^ao Entre os Efeitos de Mutates 

Os genes sao identificados por mutagoes que alteram o feno¬ 
tipo de algum modo claro. Por exemplo, uma mutagao pode 
alterar a cor ou a forma dos olhos, alterar o comportamento 
ou causar esterdidade e ate mesmo a morte. As enormes va- 
nagoes entre os efeitos de mutagoes individuals sugerem que 
cada organismo leva muitos tipos diferentes de genes e que 
cada uma delas pode softer mutagao de modos diferentes 
Na natureza, as mutagoes fornecem a materia-prima para a 
evolugao (veja Cap. 27). 

Mutagoes que alteram algum aspecto da morfologia tal 
como textura da sememe ou cor, sao chamadas mutacoes 
visiveis. A maiona das mutagoes visfveis sao recessivas, mas 
algumas sao dominantes. Os geneticistas aprenderam muito 
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sobre genes analisando as propriedades dessas mutagoes. 
Encontraremos muitos exemplos desta analise ao longo 
deste livro. 

Mutagoes que limitam a reprodugao sao chamadas muta¬ 
goes de esterilidade. Algumas mutagoes de esterilidade afe- 
tarn ambos os sexos, mas a maioria afeta machos ou femeas. 
Como nas mutagoes visfveis, as de esterilidade podem ser 
dominantes ou recessivas. Algumas de esterilidade impedem 
totalmente a reprodugao, enquanto outras so prejudicam urn 
pouco. 

Mutagoes que interferem em fungoes vitais necessarias 
sao chamadas mutagoes letais. Seu efeito fenotfpico e a 
morte. Nos sabemos que muitos genes, talvez a maioria, sao 
capazes de sofrer mutagao para um estado letal. Assim, uma 
grande fragao de todos os genes sao absolutamente essen- 
ciais para a vida. 

Letais dominantes que atuam cedo na vida sao perdidos 
uma geragao apos ocorrerem porque os indivfduos que as le- 
vam morrem; entretanto, letais dominantes que atuam mais 
tarde na vida, apos a reprodugao, podem ser transmitidos 
para a geragao seguinte. Letais recessivos podem perma- 
necer um longo tempo em uma populagao porque podem 
ser escondidos na condigao heterozigota por um alelo tipo 
selvagem. Mutagoes letais recessivas sao detectadas obser- 
vando-se proporgoes incomuns de segregagao na prole de 
portadores heterozigotos. Um exemplo e a mutagao ama- 
relo-letal , A 1 , em camundongo (Fig. 4.7). Esta mutagao e 
um dominante visivel, que faz com que a pelagem seja ama- 
rela em vez de cinza-marrom (a cor tipo selvagem, tambem 
conhecida como agouti , que e determinada pelo alelo A + ). 
Alem disso, entretanto, a mutagao A\} e um letal recessivo, 
matando os homozigotos A\4 ] no infcio de seu desenvolvi- 


X 

Amarelo Amarelo 

A Y A + A y A + 



A + 

Ovocitos 


A y 


Cinza-marrom 
(agouti) A + A + 

Amarelo 

a y a + 

Amarelo 

A y A + 

CCIJ) 

Letal 

embrionario 

A y A y 


Fig. 4.7 ■ a y , a mutagao amarelo letal em camundongos: um 
dominante visfvel que e tambem um recessivo letal. Um cruzamento 
entre portadores desta mutagao produz heterozigotos amarelos e 
homozigotos cinza-marrom (agouti) em uma proporgao de 2:1. Os 
homozigotos amarelos morrem ainda como embrioes. 


men to. Um cruzamento entre heterozigotos A Y A + produz 
dois tipos de prole viavel, amarelos (A r A + ) e cinza-marrom 
(A + A + ), em uma proporgao de 2:1. Em uma prole suficien- 
temente grande, esta proporgao pode ser facilmente distin- 
guida da proporgao 3:1 que seria obtida se A } fosse apenas 
uma mutagao dominante visivel. 

Os geneticistas usam convengoes diferentes para repre- 
sentar genes e suas mutagoes. Mendel comegou a praticar 
usando letras para indicar genes. Entretanto, ele comegou 
simplesmente com a letra A e continuou com o alfabeto 
como smibolos quando necessario para representar genes 
em seus cruzamentos. William Bateson foi a primeira pessoa 
a usar letras mnemonicamente para simbolizar genes. Para 
o sfmbolo, Bateson escolheu a primeira letra da palavra que 
descrevia o efeito fenotfpico do gene - assim, B, para um 
gene que causava flores azuis (blue), L para um gene que cau- 
sava graos de polen /ongos. A medida que o numero de genes 
conhecidos cresceu, tornou-se necessario usar duas ou mais 
letras para representar novos genes descobertos. As varia- 
goes nos procedimentos para denominar e representar genes 
sao discutidas no Enfoque Tecnico: Sfmbolos Geneticos. 


Os Genes Funcionam Produzindo Polipeptideos 

A extensa variagao revelada por mutagoes indica que os or- 
ganismos contem muitos genes diferentes, e esses genes po¬ 
dem existir em varios estados alelicos. Entretanto, nao nos 
diz como os genes de fato atuam no fenotipo. Como um 
gene influencia uma caracterfstica tal como cor dos olhos, 
textura da semen te ou altura da plan tap 

Os primeiros geneticistas tiveram de responder a esta per- 
gunta. Entretanto, hoje e claro que a maioria dos genes especi- 
fica um produto que afeta subseqiientemente o fenotipo. Esta 
ideia, que foi discutida no livro de Bateson e foi apoiada pelas 
pesquisas de muitos cientistas, incluindo, e notadamente, o 
medico britanico Sir Archibald Garrod (veja Um Marco na 
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Fig. 4.8 ■ Relagoes entre genes e polipeptideos. Cada gene 
especifica um polipepti'deo diferente. Esses polipeptideos entao 
agem influenciando o fenotipo do organismo. 
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[NFOQUE JECNICO: SIMBOLOS GENETICOS 


William Bateson comegou a praticar a escolha dos simbolos ge- 
mcos mnemonicamente. Ao discutir o trabalho de Mendel por 
exemplo, ele representou o alelo dominante para plantas altas 

e ervilha como T e o alelo recessivo para plantas baixas como 
t Depois, tornou-se costume escolher os simbolos alelicos com 
base na caracteristica mutante, e tais simbolos foram mudados 
para D (altas) e d (baixas). Esta convencao forneceu uma notagao 
simples e consistente na qual os alelos dominante e recessivo de 
urn determinado gene eram representados por uma unica letra, e 
esta letra era mnemonica para a caracteristica influenciada pelo 
gene. Bateson tambem criou os termos genetica, alelomorfo (que 
depois foi reduzido para alelo), homozigoto e heterozigoto e in- 
troduziu a pratica de representar as geragoes em urn esquema de 
reprodugao como P, F 1; F 2 , e assim em diante. 

O sistema de denominate de genes que Bateson desenvolveu 
funcionou bem ate que o numero de genes que foram identifica- 
dos excedeu a capacidade do alfabeto ingles. A partir de entao, 
tornou-se necessario usar duas ou mais letras para simbolizar urn 
gene. Por exemplo, urn determinado alelo mutante em Drosophila 
faz com que os olhos sejam carmim em vez de vermelhos. Quando 
este alelo foi descoberto, recebeu o simbolo cm pois a unica letra 
c ja tinha sido usada para representar urn alelo mutante que faz 
com que as asas sejam curvas em vez de retas. Hoje em dia, com 
milhares de genes identificados, geralmente e necessario usar 
tres ou quatro letras, ou combinagoes de letras e numeros, para 
representar os genes. Por exemplo, mutagoes no gene emp de 
Drosophila fazem com que as asas sejam enrugadas (crumpled) e 
mutagoes nos genes Shi e Sh2 de milho fazem com que as espigas 
sejam murchas (shrunken). 

A descoberta de alelos multiplos tornou a notagao genetica 
amda mais complicada. Como as letras maiusculas e minusculas 
nao eram mais adequadas para distinguir os alelos, os geneticis- 
tas comegaram a combinar urn simbolo genico basico com urn 
simbolo de identificagao. Os geneticistas de Drosophila foram 
os primeiros a aplicar este procedimento. Eles tornaram o sim¬ 
bolo de identificagao urn expoente do simbolo do gene basico. 
Geralmente, tanto o simbolo do gene quanto o expoente tern 
algum significado mnemonico. Assim, por exemplo, cn 2 foi usado 
como simbolo do segundo alelo da cor de olho cinnabar que foi 
descoberto em Drosophila; e ey D foi usado para representar urn 


alelo dominante que faz com que as drosofilas nao tenham olhos 
(eye/ess). Esta convengao foi ampliada para outros animais expe¬ 
rimental, tais como coelhos e camundongos. Por exemplo c ch foi 
usado para representar o alelo chinchilla do gene que determina 
se a pelagem do coelho e colorida ou incolor. Geneticistas de 
plantas adotaram uma variagao desta pratica. Eles usaram sim¬ 
bolos com hifen para identificar alelos mutantes. Por exemplo, 
shl-6801 representa urn alelo mutante do gene Sh2 que foi des- 
coberto em 1968. 

A medida que a nomenclatura genetica se desenvolveu tornou- 
se necessario usar urn simbolo especial para representar o alelo 
tipo selvagem. Os primeiros geneticistas de Drosophila propuseram 
usar urn sinal (+), as vezes escrito como expoente do simbolo do 
gene basico (por exemplo, c + ). Esta notagao simples passa a ideia 
de que o alelo tipo selvagem e o alelo padrao, ou normal, do gene, 
e e amplamente usado hoje em dia. Entretanto, persistem outras 
praticas para denominar os genes. Os geneticistas de plantas ten- 
dem a usar o proprio simbolo do gene para representar o alelo tipo 
selvagem, mas com destaque, e a primeira letra e maiuscula. Assim, 
Sh2 e o alelo tipo selvagem do segundo gene para murcho que foi 
descoberto em milho, enquanto sh2 e urn alelo mutante. 

A nomenclatura genetica foi ainda mais complicada pela des¬ 
coberta de genes por meio dos polipeptideos que eles especifi- 
cam. Tais descobertas introduziram simbolos de genes que sao 
mnemonicos para produtos genicos polipeptidicos. Por exemplo 
o gene humano que especifica o polipeptideo hipoxantina-gua- 
nma-fosfonbosiltransferase e representado por HPRT e o gene 
de plantas que especifica o polipeptideo alcool-desidrogenase 
e representado por Adh. Se letras maiusculas sao usadas nos sim¬ 
bolos genicos ou apenas para a primeira letra, isto depende do 
organismo. 

Hoje em dia existem muitos sistemas especializados para repre¬ 
sentar genes e alelos. Pesquisadores que trabalham com organis¬ 
ms diferentes - Drosophila , camundongos, plantas ou humanos 
- falam linguagens urn pouco diferentes. Mais adiante, veremos 
amda outros dialetos geneticos que foram criados para descrever 
os genes de virus, bacterias e fungos. Estes sistemas diferentes de 
nomenclatura indicam que os simbolos em genetica se desenvol- 
veram em resposta a novas descobertas, uma evidencia visivel do 
crescimento em uma ciencia jovem e dinamica. 


Genetica: Garrod e os Erros Hereditarios do Metabolismo 
mais adiante neste capitulo), surgiu na metade do seculo vinte 
quando George Beadle e Edward Tatum descobriram que os 
produtos dos genes sao polipeptideos (Fig. 4.8). 

Polipeptideos sao macromoleculas constitufdas de uma 
cadeia linear de aminodcidos. Cada organismo faz milhares 
de polipeptideos diferentes, cada urn caracterizado por uma 
sequencia especifica de aminoacidos. Esses polipeptideos sao 
os constituintes fundamental de protemas. Dois ou mais po¬ 


lipeptideos podem combinar-se para formar uma proteina. 
Algumas protemas, chamadas enzimas, funcionam como ca- 
talisadores em reagoes bioqmmicas; outras formam compo- 
nentes estruturais das celulas; e ainda outras sao responsaveis 
por transportar substancias dentro das celulas e entre elas. 
Beadle e Titum propuseram que cada gene e responsavel 
pela sintese de urn determinado polipeptideo. Quando urn 
gene sofre mutagao, seu produto polipeptidico ou nao e feito 
ou esta alterado, de tal modo que seu papel no organismo e 
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modificado. As mutagoes que eliminam ou alteram um po¬ 
lipeptfdeo em geral estao associadas a um efeito fenotfpico. 
Se este efeito e dominante ou recessivo ira depender da na- 
tureza da mutagao. No Cap. 12, consideramos os detalhes 
sobre como os genes produzem polipeptfdeos e no Cap. 13 
discutiremos a base molecular da mutagao. 

Por que Algumas Mutacoes Sao Dominantes e 
Outras Recessivas? 

A descoberta de que os genes especificam polipeptfdeos per- 
mitiu a compreensao da natureza das mutacoes dominantes e 
recessivas. Mutagoes dominantes tern efeitos fenotfpicos em 
heterozigotos bem como em homozigotos, enquanto muta- 
£oes recessivas tern estes efeitos apenas em homozigotos. O 
que responde por esta marcante diferenga na expressao? 

Mutagoes recessivas em geral envolvem perda de fun- 
gao do gene, isto e, quando o gene nao especifica mais um 
polipeptfdeo ou quando ele especifica um polipeptfdeo nao 
funcional ou subfuncional (Fig. 4.9). As mutagoes recessivas 
sao portanto tipicamente alelos de perda de fungao. Tais 
alelos tern pouco ou nenhum efeito discernfvel na condi- 
gao heterozigota com um alelo tipo selvagetn porque o alelo 
selvagem especifica um polipeptfdeo funcional que fara seu 
papel normal no organismo. O fenotipo de um heterozi- 
goto mutante/selvagem sera portanto o mesmo, ou essen- 
cialmente o mesmo, que o do homozigoto tipo selvagem. A 
mutagao cinnabar em Drosophila e um exemplo de alelo de 
perda de fungao recessivo. O alelo tipo selvagem do gene 


cinnabar produz um polipeptfdeo que funciona como uma 
enzima na sfntese do pigmento marrom que e depositado 
nos olhos de Drosophila. As moscas que sao homozigotas para 
uma mutagao de perda de fungao no gene cinnabar nao po- 
dem produzir esta enzima e conseqiientemente nao produ¬ 
zem nenhum pigmento marrom em seus olhos. O fenotipo 
dos mutantes homozigotos cinnabar e vermelho-claro, a cor 
do mineral cinabrio, donde o nome do gene. Entretanto, 
as moscas que sao heterozigotas para a mutagao cinnabar e 
seu alelo tipo selvagem tern olhos vermelhos, isto e, elas sao 
fenotipicamente identicas ao tipo selvagem. Nestas moscas, 
o alelo de perda de fungao e recessivo em relagao ao alelo 
tipo selvagem porque este ultimo produz enzima suficiente 
para sintetizar quantidades normais do pigmento marrom. A 
mutagao scarlet ja mencionada neste capftulo tambem e um 
exemplo de alelo recessivo de perda de fungao. 

Algumas mutagoes recessivas resultam em perda parcial da 
fungao do gene. Por exemplo, o alelo himalaio do gene da cor 
de pelagem em mamfferos tais como coelhos e gatos especi¬ 
fica um polipeptfdeo que funciona apenas nas partes do corpo 
onde a temperatura e reduzida. Esta perda parcial de fungao 
explica por que animais homozigotos para o alelo himalaio 
tern pelos pigmentados em suas extremidades - cauda, pemas, 
orelhas e ponta do nariz - mas nao no resto do corpo. Nas 
extremidades, o polipeptfdeo especificado por este alelo e fun¬ 
cional, enquanto no resto do corpo ele nao e. A expressao do 
alelo himalaio e, portanto, sensfvel a temperatura. 

Algumas mutagoes dominantes tambem podem envolver 
perda de fungao do gene. Se o fenotipo controlado por um 
gene e sensfvel a quantidade do produto genico, uma muta- 
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Fig. 4.9 ■ Diferengas entre mutagoes recessivas de perda de fungao e mutagoes dominantes de ganho de fungao. [a) Produtos 
polipeptidicos de mutagoes recessivas e dominantes. [b) Fenotipos de heterozigotos portando um alelo tipo selvagem e tipos diferentes 
de alelos mutantes. 
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?ao de perda de fungao pode levar a um fenotipo mutante 
na condigao heterozigota com um alelo tipo selvagem. Em 
tais casos, o alelo tipo selvagem, em si, nao e capaz de gerar 
produto genico suficiente para uma fungao completa nor¬ 
mal. Com efeito, a mutagao de perda de fungao reduz o mvel 
do produto genico abaixo do nfvel que e necessario para o 
fenotipo selvagem. 

Outras mutagoes dominantes interferem na fungao do 
alelo tipo selvagem especificando polipeptfdeos que inibem, 
antagonizam ou limitam a atividade do polipeptfdeo tipo 
selvagem (Fig. 4.9). Tais mutagoes as vezes sao chamadas de 
mutagoes dominantes negativas. Algumas das mutagoes do 
gene T no camundongo sao exemplos de mutagoes dominan¬ 
tes negativas. Nos ja vimos que na condigao heterozigota essas 
mutagoes causam um encurtamento da cauda. Na condigao 
homozigota, elas sao letais porque o tronco do animal falha 
em se desenvolver totalmente. O gene T e portanto crftico 
para a formagao de uma parte substantial do corpo do ca¬ 
mundongo. A primeira mutagao T dominate foi descoberta 
em 1927 por N. Dobrovolskaia-Zavadskaia, que trabalhou no 
Institute Pasteur em Paris. Muitas outras mutagoes T domi¬ 
nantes foram identificadas desde entao, e recentemente varias 
foram analisadas em mvel molecular. O produto polipeptidico 
do alelo T tipo selvagem liga-se a regioes especfficas do DNA 
onde regula a expressao de genes que estao envolvidos no 
desenvolvimento do camundongo. O produto polipeptidico 
de um alelo T dominante negativo e um pouco mais curto 
que o polipeptfdeo do tipo selvagem, e em heterozigotos ele 
interfere na fungao do polipeptfdeo tipo selvagem. Esta inter¬ 
ference e suficientemente ampla para evocar um fenotipo to¬ 
talmente sem cauda em camundongos que sao heterozigotos 
para uma mutagao T dominante negativa. 

Algumas mutagoes dominantes causam um fenotipo mu¬ 
tante na condigao heterozigota com um alelo tipo selvagem 
porque elas acentuam a fungao do produto genico. A fungao 
acentuada pode surgir porque a mutagao especifica um po- 
hpeptfdeo novo ou porque faz com que o polipeptfdeo tipo 
selvagem seja produzido onde ou quando ele nao deveria 
ser. As mutagoes dominantes que funcionam deste modo sao 
chamadas mutagoes de ganho de fungao. Em Drosophila , a 
mutagao conhecida como Antennapedia (Antp ) e uma muta¬ 
gao dominante de ganho de fungao. Na condigao heterozi¬ 
gota com um alelo tipo selvagem, Antp faz com que pernas 
desenvolvam-se no lugar de antenas na cabega da mosca. O 
motivo para esta bizarra transformagao anatomica e que a 
mutagao Antp faz com que o produto polipeptidico do gene 
Antennapedia seja produzido na cabega, onde, normalmente, 
nao e produzido. O produto do gene Antennapedia expandiu, 
assim, o domfnio de sua fungao. 

mm PONTOS IMPORTANTES 

■ Os genes em geral tern varios atelos. 

S Alelos mutantes podem ser dominantes, recessivos, incomple- 
tamente dominantes ou co-dominantes. 

* Se um hibrido que herda uma mutagao recessiva de cada um 
de seus genitores tern um fenotipo mutante, entao as muta¬ 


goes recessivas sao alelos do mesmo gene; se o hibrido tern um 
fenotipo selvagem, entao as mutagoes recessivas sao alelos de 
genes diferentes. 

■ A maioria dos genes codificam polipeptideos. 

■ Na condigao homozigota, as mutagoes recessivas em geral 
abolem ou diminuem a atividade do polipeptideo. 

■ Algumas mutagoes dominantes produzem um polipeptideo 
que interfere na atividade do polipeptideo codificado pelo 
alelo tipo selvagem de um gene. 


A^AO GENICA: DO GENOTIPO AO FENOTIPO 

Os fenotipos dependem de fatores tanto geneticos 

quanto ambientais. 

No comego do seculo vinte, os geneticistas tinham 
ideias unprecisas sobre como os genes produzem determina- 
dos fenotipos. Eles nao sabiam nada sobre a qufmica da es- 
trutura ou fungao do gene nem tinham desenvolvido tecnicas 
para estuda-las. Tudo que eles propuseram sobre a natureza 
da agao genica foi deduzido da analise de fenotipos. Tais ana- 
lises mostraram que os genes nao atuam isoladamente. Em 
vez disso, eles atuam no contexto de um ambiente e as vezes 
atuam em conjunto com outros genes. Kstas analises tam- 
bem mostraram que um determinado gene pode influenciar 
muitas caracterfsticas diferentes. 

Influencia do Ambiente 

Um gene deve funcionar no contexto de ambientes tanto 
biologicos quanto fisicos. Os fatores no ambiente fisico sao 
mais faceis de esmdar, pois determinados genotipos podem 
ser criados no laboratorio sob condigoes controladas, permi- 
tindo uma avaliagao dos efeitos de temperatura, luz, nutrigao 
e umidade. Como um exemplo, consideremos a mutagao de 
Drosophila conhecida como shibire. Na temperatura normal de 
cultura, 25 C, as moscas shibire sao viaveis e ferteis, mas sao 
extremamente sensiveis a um choque subito. Quando uma 
cultura shibire e agitada, as moscas, temporariamente paralisa- 
das, caem para o fundo da garrafa de cultura. Shibire e a pala- 
vra para paralisia em japones. Entretanto, se uma cultura de 
moscas shibite e colocada em temperatura um pouco mais alta, 
79 C, todas as moscas caem para o fundo e morrem, mesmo 
sem um choque. Portanto, o fenotipo das mutagoes shibire 
e sensfvel a temperatura. A 25°C, a mutagao e viavel, mas a 
29°C ela e letal. Uma explicagao plausfvel e que a 25°C o gene 
mutante faz uma protefna parcialmente funcional, mas a 29°C 
esta protefna e totalmente nao funcional. 

Efeitos Ambientais na Expressao de Genes Humanos 

As pesquisas de genetica humana fornecem um exemplo de 
como o ambiente fisico influencia um fenotipo. Fenilceto- 
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Fig. 4.10 ■ Homem com calvicie prematura. 


nuna (PKU) e um disturbio recessivo do metabolismo de 
aminoacidos. Criangas homozigotas para o alelo mutante 
acumulam substancias toxicas em seus cerebros. Embora 
nao letais, essas substancias podem prejudicar a capacidade 
mental afetando o desenvolvimento do cerebro. Os aspec- 
tos prejudiciais da PKU sao relacionaveis a um determinado 
ammoacido, a fenilalanina, que e ingerida na dieta. Embora 
em si nao toxica, a fenilalanina e metabolizada em outras 
substancias que sao. Criangas com PKU que sao alimenta- 
das por dietas normais ingerem fenilalanina suficiente para 
causar as piores manifestagoes da doenga. Entretanto, crian- 
?as que sao alimentadas com dietas pobres em fenilalanina 
gera mente amadurecem sem os graves prejui'zos mentais. 

omo f pode ser diagnosticada em neonatos, o im- 
pacto cli'nico desta doenga pode ser reduzido se as criangas 
que sao homozigotas para PKU forem colocadas em uma 
dieta pobre em fenilalanina logo apos o nascimento. Este 
exemplo llustra como um fator ambiental, a dieta, pode ser 
mampulado para modificar um fenotipo que de outro modo 
se tornaria uma tragedia. 

O ambiente biologico tambem pode influenciar a expres- 
sao fenotipica de genes. O padrao de calvicie em humanos 
e um exemplo bem conhecido (Fig. 4.10). Aqui, o padrao 


biologico relevante e o sexo. O padrao de calvicie prematura 
se deve a um alelo que e expresso diferencialmente nos dois 
sexos. Em homens, tanto os homozigotos quanto os hetero- 
zigotos para este alelo desenvolvem calvicie, enquanto em 
mulheres, apenas as homozigotas tendem a se tornar calvas 
sendo isto geralmente limitado a afinamcnto do cabelo. A 
expressao deste alelo e provavelmente disparada pelo hormo- 
nio masculino testosterona. As mulheres produzein muito 
menos deste hormonio e estao, portanto, em risco muito ra- 
ramente afetado de desenvolver areas de calvicie. A natureza 
influenciada pelo sexo do padrao de calvicie mostra que fato- 
res biologicos podem controlar a expressao dos genes. 

Penetrancia e Expressividade 

Quando as pessoas nao apresentam uma caracteristica muito 
embora tenham o genotipo apropriado, diz-se que a carac¬ 
teristica exibe penetrancia incompleta. Um exemplo de 
penetrancia incompleta em humanos e a polidactilia, a pre- 
senca de dedos e artelhos extras (Fig. 4.1 la). Esta condigao 
se deve a uma mutagao dominante, P, que so se manifesta em 
alguns de seus portadores. No heredograma da Fig. 4.11/;, 
a pessoa III-2 deve ser um portador muito embora nao te- 
nha dedos ou artelhos extras. O motivo e que tanto sua mae 
quanto tres de seus filhos sao polidactilos, uma indicagao da 
transmissao da mutagao por III-2. A penetrancia incompleta 
pode ser um grave problema na analise de um heredograma 
poique pode resultar na atribuigao incorreta dos genotipos. 

_ ^ termo expressividade e usado se uma caracteristica 
nao se manifesta uniformemente entre os afetados que a 
apresentam. A mutagao dominante ocular Lobe (Fig. 4 12) 
em Drosophila e um exemplo. O fenotipo associado a esta 
mutagao e extremamente variavel. Algumas moscas hete- 
rozigotas tem pequenos olhos compostos, enquanto outras 
tern olhos grandes lobulados. Entre estes extremos, ha toda 
uma gama de fenotipos. A mutagao Lobe e portanto dita de 
expressividade variavel. 

A penetrancia incompleta e a expressividade variavel in¬ 
dicam que a via entre um genotipo e seus fenotipos e ob- 
jeto de consideravel modulagao. Os geneticistas sabem que 
parte dessa modulagao e decorrente de fatores ambientais, 



Fig. 4.11 & Polidactilia em seres humanos. (a) Fenotipo 
caracteristica dominante incompletamente penetrante. 


mostrando dedos extras, (b) Heredograma mostrando a 


heran^a desta 
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Fig. 4.12 ■ Expressividade variavel da 
mutagao Lobe em Drosophila. Cada mosca e 
heterozigota para esta muta<;ao dominante; 
entretanto, os fenotipos variam de ausencia 
completa de olho a um olho quase tipo 
selvagem. 


mas parte tambem se deve a fatores no ambiente genetic 
A evidencia clara de tais fatores vem de experimentos c 
cruzamento mostrando que dois ou mais genes podem afet; 
determmada caracterfstica. 


Interacoes Genicas 

Algumas das primeiras evidences de que uma caracterfsti 
pote ser influenciada por mais de um gene foram obtid 
por Bateson e Punnett de experimentos de cruzamento e 
ga m ias Seu trabalho foi feito logo apos o redescobrimen 
das publicagoes de Mendel. Tipos diferentes de galinh 
domcsucas tern formas diferentes de cristas (Fig 4 13) ,, 
Wyandottes tern cristas “me”, as Brahmas tern cristas “pea’ 
as eg aorns tem cristas “single”. Cruzamentos entre Wvai 
dottes e Brahmas produzem galinhas que tern um outro'tir 
de crista, chamada “walnut”. Bateson e Punnett descobrirai 
que o tipo de crista e determinado por dois genes que segn 
gam independentemente, R e P, cada um dos quais com do 
alelos (Fig. 4.14). Wyandottes (com cristas rose) tern o gene 
tipo RRpp e Brahmas (com cristas pea) tern o genotipo rrPl 
Os hibndos de F, entre estas duas variedades sao portant 
Ri Fp, e fenotipicamente eles tem cristas walnut. Se tais hi 
bndos forem entrecruzados, todos os quatro tipos de crista 
aparecerao na prole: 9/16 walnut (R- P-), 3/16 rose (R- pp 
3/16 Pea ^ P -) e 1/16 single (rr pp). A linhagem Leghorr 
que tem crista tipo single, deve, portanto, ser homozigot 
para am bos os alelos recessivos. 

O trabalho de Bateson e Punnett demonstrou que doi 
genes que segregam independentemente podem afetar um 
caractenstica. Combinagoes diferentes de alelos dos dois se 
nes resultaram em fenotipos diferentes, supostamente de 

celuIaV ntera? ° eS de SCUS pr ° dutOS em nfvel bioqufmico or 




Fig. 4.13 ■ Formas das cristas de galinha de ra^as diferentes 
Rose, Wyandottes; (b) pea, Brahmas; (c) walnut, hrbrida 


cruzamento entre galinhas com cristas rose e pea; (d) single, Leghorns. 
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Resumo: 9/16 walnut, 3/16 rose, 3/16 pea, 1/16 single 


Fig. 4.14 ■ O experimento de Bateson e Punnett sobre a forma 
das cristas em galinhas. O entrecruzamento na F] produz quatro 
fenotipos, cada um destacado por uma cor diferente no quadrado 
de Punnett, em uma proporgao 9:3:3:1. 


Epistasia 

Quando dois ou mais genes influenciam uma caracteristica, 
um alelo de uma delas pode ter um efeito predominante so¬ 
bre o fenotipo. Quando um alelo tern tal efeito sobrepujante, 
ele e dito epistatico em relagao a outros genes que estao 
envolvidos; o termo epistasia vein da palavra grega para “so¬ 
brepujante”. Por exemplo, sabemos que a pigmentagao dos 
olhos em Drosophila envolve um grande numero de genes. 
Se uma mosca e homozigota para um alelo nulo em qual- 
quer um destes genes, a via de sfntese do pigmento pode ser 
bloqueada, e sera produzida uma cor de olho anormal. Este 
alelo essencialmente anula o trabalho de todos os outros ge¬ 
nes, mascarando suas contribuigdes para o fenotipo. 

Urn alelo mutante e dito epistatico quando encobre a 
presenga de outro alelo mutante no genotipo. Ja vimos que 
uma mutagao recessiva no gene cinnabar de Drosophila faz 
com que o olho da mosca seja vermelho-claro. Uma mu¬ 
tagao recessiva em um gene diferente faz com que os olhos 
fiquem brancos. Quando ambas mutagoes sao homozigotas 
na mesma mosca, a cor do olho e branca. Assim, a mutagao 
white e epistatica em relagao a mutagao cinnabar. 

Que mecanismo fisiologico torna a mutagao white epista¬ 
tica em relagao a cinnabar ? Por muitos anos, a resposta a esta 
pergunta nao era conhecida. Entretanto, analise molecular 
recente mostrou que o produto polipeptidico do gene white 
transporta pigmento para o olho da Di r osophila. Quando este 
gene sofre mutagao, o polipeptideo transportador nao e feito, 


e os olhos permanecem incolores, muito embora o pigmento 
vermelho seja produzido em outros tecidos da mosca. Uma 
mosca que e homozigota para as mutagoes cinnabar e white 
tern portanto olhos brancos. 

A analise das relagoes epistaticas tais como aquela entre 
cinnabar e white pode sugerir modos pelos quais os genes 
controlam um fenotipo. Um exemplo classico desta ana¬ 
lise vein novamente do tabalho de Bateson e Punnett, que 
estudaram o controle genetico da cor da flor nas ervilhas 
Lathyrus odoratus (Fig. 4.15 a). As flores nesta planta sao ou 
purpura ou brancas - purpura se contiverem o pigmento 
antocianina e brancas se nao tiverem. Bateson e Punnett 
cruzaram duas variedades diferentes com flores brancas para 
obter hibridos de Fi, todas com flores purpura. Quando tais 
hfbridos foram entrecruzados, Bateson e Punnett obtiveram 
uma proporgao de 9 plantas purpura:7 brancas na F 2 . Eles 
explicaram os resultados propondo que dois genes que se- 
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Resumo: 9/16 purple, 7/16 white 
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Fig. 4.15 ■ (a) Flores brancas e purpura de ervilhas. (b) O 
experimento de Bateson e Punnett sobre o controle genetico de cor 
da flor em ervilhas. 
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gregam independentemente, C e P, estao envolvidos na sm- 
tese de antocianina, e cada gene tem um alelo recessivo que 
abole a produgao do pigmento (Fig. 4.157?). 

Em vista desta hipotese, as variedades parentais teriam de 
ter genotipos complementares: cc PP e CC pp. Quando estas 
duas variedades foram cruzadas, elas produziram duplos he- 
terozigotos Cc Pp que tinham flores purpura. Neste sistema, 
um alelo dominante de cada gene e necessario para a smtese 
do pigmento antocianina. Na F 2 , 9/16 das plantas sao C- P- 
e tem flores purpura; os 7/16 restantes sao homozigotos para 
pelo menos um dos alelos recessivos e tem flores brancas. 
Observe que os homozigotos duplos recessivos, cc pp , nao 
sao fenotipicamente diferentes dos homozigotos recessivos 
simples. O trabalho de Bateson e Punnett estabeleceu que 


cada um dos alelos recessivos e epistatico em relagao ao alelo 
dominante do outro gene. Uma explicagao plausivel e que 
cada alelo dominante produz uma enzima que controla uma 
etapa na smtese de antocianina a partir de um precursor bio- 
qrnmico. Se um alelo dominante nao estiver presente, sua 
etapa na via de biossmtese e bloqueada e a antocianina nao 
e produzida: 


Gene 

c 

P 

Genoripo 

Precursor —^ Intermediario 

—► Antocianina 

C-P- 

+ 

+ 

+ 

cc P- 

+ 

- 

C-pp 

4 

+ 

- 



Gametas 

femininos 


Gametas masculines 


F 2 

AB 

Ab 

aB 

ab 

AB 

w 

YA4 BB 

jMBt 

^AaBB 

f A a Bb 

Ab 

'y 7 MBb 

^ AAbb 

^Aa Bb 

^Aa bb 

aB 

'y 7 Aa BB 

Y Aa Bb 

^aa BB 

^ aa Bb 

ab 

Y Aa Bb 

^Aabb 

Bb 

^ aa bb 


(b) 


Resumo: 15/16 triangulares, 1/16 ovoide 


Fig. 4.16 ■ [a) Capsulas triangulares de sementes de bolsa-de- 
pastor, Bursa bursa-pastoris. ( b ) Cruzamentos mostrando controle de 
genes duplicados de forma de capsula de sementes na bolsa-de-pastor. 


Outro estudo classico de epistasia foi feito por George 
Shull usando uma planta chamada bolsa de pastor, Bursa 
bursa-pastoris (Fig. 4.16^). As capsulas das sementes desta 
planta sao ou triangulares ou de forma ovoide. As capsulas 
ovoides sao produzidas apenas se a planta for homozigota 
para os alelos recessivos dos dois genes, isto e, se ela river o 
genotipo aa bb. Se o alelo dominante de um dos genes estiver 
presente, a planta produz capsulas triangulares. A evidencia 
para esta conclusao vem de cruzamentos entre plantas du- 
plamente heterozigotas (Fig. 4.167?). Tais cruzamentos pro- 
duzem prole em uma proporgao de 15 triangulares: 1 ovoide, 
indicando que o alelo dominante de um gene e epistatico em 
relagao ao alelo recessivo do outro. Os dados sugerem que a 
forma da capsula e determinada porvias do desenvolvimento 
duplicadas, qualquer uma delas podendo produzir uma cap¬ 
sula triangular. Uma via envolve o alelo dominante do gene 
A, e a outra o alelo dominante do gene B. Uma substancia 
precursora que pode ser convertida em um produto resulta 
em uma capsula triangular de semente por uma destas vias. 
Apenas quando ambas as vias estao bloqueadas por alelos 
homozigotos recessivos e que o fenotipo triangular e supri- 
mido e e produzida uma capsula ovoide: 


Genotipo 

Gene A 

Precursor . Produto 

Gene B 

—Fenotipo 

A- B- 

+ 

+ 

triangular 

aa B- 

+ 

+ 

triangular 

A- bb 

+ 

+ 

triangular 

aa bb 

+ 

ovoide 


Em outros casos de epistasia, o produto de um gene pode 
inibir a expressao de outro gene. Considere, por exemplo, a 
heranga da cor do fruto em abobora. Plantas que possuem o 
alelo dominante C produzem fruto branco, enquanto plan¬ 
tas que sao homozigotas para o alelo recessivo c produzem 
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fruto colorido. Se uma abobora tambem for homozigota 
para o alelo recessivo g de um gene que segrega indepen- 
dentemente, o fruto sera verde. Entretanto, se ela tiver o 
alelo dominante G deste gene, o fruto sera amarelo. Estas 
observagoes sugerem que os dois genes controlam etapas na 
smtese do pigmento verde. A primeira etapa converte um 
precursor incolor em um pigmento amarelo, e a segunda 
etapa converte este pigmento amarelo em um pigmento 
verde. Se a primeira etapa e bloqueada (pela presenga do 
alelo C), nenhum dos pigmentos sera produzido e o fruto 
sera branco. Se apenas a segunda etapa estiver bloqueada 
(pela presenga do alelo G), o pigmento amarelo nao podera 
ser convertido em pigmento verde e o fruto sera amarelo. 
Podemos resumir estas ideias com um diagrama que mos- 
tra o controle genetico da smtese de pigmentos nesta via 
bioqumiica: 


C- G- 

i i 

Precursori=> Pigmento amarelo >=> Pigmento verde 


Genotipo 

C-G- 

+ 



Fenotipo 

branco 

c-gg 

+ 

- 

_ 

branco 

Cc G — 

+ 

+ 

- 

amarelo 

Ccgg 

+ 

+ 

+ 

verde 


As setas no diagrama mostram as etapas na via. O ge¬ 
notipo abaixo da seta indica a etapa que ocorre, enquanto 
o genotipo acima de uma seta inibe que esta etapa ocorra. 
E costume em genetica representar o efeito inibidor de um 
genotipo desenhando uma barra em T partindo do genotipo 
para a etapa relevante na via. Neste exemplo, o alelo C inibe 
a primeira etapa e o alelo G inibe a segunda etapa. Devido 
a seu papel como um inibidor da primeira etapa, o alelo C e 
epistatico em relagao a ambos os alelos do outro gene. Inde- 
pendente de qual dos alelos deste outro gene esteja presente 


White White 

Cc Gg x Cc Gg 
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CCGg 

white 

Cc GG 
white 

Cc Gg 
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cG 
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eg 
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Fig. 4.17 ■ Segrega<;ao na prole de um cruzamento entre plantas 
de abobora heterozigotas para dois genes que controlam a cor do 
fruto. 


em uma planta, o alelo C fara com que esta planta produza 
fruto branco. 

A Fig. 4.17 mostra o resultado de um cruzamento entre 
plantas heterozigotas para ambos os genes determinantes da 
cor do fruto. Quando plantas Cc Gg sao entrecruzadas, elas 
produzem uma prole que segrega tres classes fenotipicas: 
branca, amarela e verde. A prole com o fruto verde e ho¬ 
mozigota para os alelos recessivos de ambos os genes; isto e, 
elas sao cc gg, e sua freqiiencia e de 1/16. A prole com frutos 
amarelos e homozigota para c e possui pelo menos uma copia 
de G. Sua freqiiencia e de 3/16. A prole com frutos brancos 
possui pelo menos uma copia de C, e o restante do genotipo 
nao tern importancia. A freqiiencia das plantas com frutos 
brancos e de 12/16. 

Estes exemplos indicam que um determinado fenotipo 
em geral e o resultado de um processo controlado por 
mais de um gene. Cada gene controla uma etapa na via 
que e parte do processo. Quando um gene sofre mutagao 
para um estado nao funcional ou parcialmente funcional, 
o processo pode ser perturbado, levando a um fenotipo 
mutante. Grande parte da analise genetica moderna e 
devotada a investigagao de vias envolvidas em processos 
biologicos importantes tais como metabolismo e desen- 
volvimcnto. O estudo das relagoes epistaticas entre genes 
pode ajudar a discernir o papel que cada gene desempenha 
nestes processos. 

Pleiotropia 

Nao so e verdade que a pleiotropia pode ser influenciada 
P°r muitos genes, mas tambem e verdade que um gene 
pode influenciar muitos fenotipos. Quando um gene afeta 
muitos aspectos do fenotipo, ele e dito pleiotropico, das 
palavras gregas para “fazer muitas coisas”. O gene para 
fenilcetomiria em seres humanos e um exemplo. O efeito 
primario de mutagoes recessivas neste gene e fazer com 
que substancias toxicas se acumulem no cerebro, resul- 
tando em prejuizo mental. Entretanto, essas mutagoes 
tambem interferem na smtese do pigmento melanina, 
clareando a cor dos cabelos. Assim, pessoas com PKU 
freqiientemente tern cabelo castanho-claro ou louro. Tes¬ 
tes bioquimicos tambem revelam que o sangue e a urina 
de pacientes com PKU content compostos que sao raros 
ou ausentes em pessoas normals. Este arranjo de efeitos 
fenotipicos e caracteristico da maioria dos genes e resulta 
de interligagoes entre as vias bioqufmicas e celulares que 
os genes controlam. 

Um outro exemplo de pleiotropia vem do estudo de mu¬ 
tagoes que afetam a formagao de cerdas em Drosophila . As 
moscas tipo selvagem tern cerdas longas levemente curvas 
na cabega e no torax. As moscas homozigotas para a muta- 
gao de cerdas singed tern cerdas curtas torcidas nestas par¬ 
tes do corpo, como se tivessem sido chamuscadas. Assim, 
o produto do gene tipo selvagem singed e necessario para a 
formagao adequada de cerdas. Ele tambem e necessario para 
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12 DM |y|ARC0 NA (ENETKA: Garrod e os Erros Hereditarios do Metabolismo 


Quando as ideias de Mendel emergiram da obscuridade em 
1900, elas rapidamente tiveram aplicaqao nas pesquisas do me¬ 
tabolismo humano. Desde o final do seculo dezenove, quimicos 
e fisicos estudaram como as moleculas ingeridas nos alimentos 
sao processadas no corpo humano. A degradaqao dos alimentos 
e uma parte essencial do metabolismo. Ela fornece energia ao 
corpo para manter a vida e a materia-prima para sintetizar novos 
compostos. 

Grande parte dos primeiros trabalhos sobre metabolismo en- 
focaram produtos qufmicos de decomposiqao. As tecnicas de quf- 
mica organica permitiram aos pesquisadores identificar esses ma- 
teriais na urina e monitorar seus niveis apos a ingestao de varios 
alimentos. As vezes, a urina era coletada de pacientes em hospi¬ 
tals; as vezes era coletada dos proprios pesquisadores. Analisando 
os resultados destes experimentos de alimentaqao, os pesquisa¬ 
dores puderam relacionar dejetos quimicos especificos a deter- 
minadas fontes alimentares. Tambem nesta epoca, experimentos 
com microrganismos, animais e plantas forneceram evidencias de 
que os alimentos sao decompostos de modo gradativo por uma 
serie de reaqdes, que hoje chamamos vias bioquimicas, e que cada 
reaqao e catalisada por uma determinada enzima. 

O medico britanico Archibald E. Garrod (Fig. 1) juntou este tipo 
de analise bioqufmica a emergente ciencia da genetica. Garrod fi- 
cou fascinado pelo que ele chamou de “erros inatos do metabo¬ 
lismo'; querendo dizer condicoes herdadas que “‘resultam da falha 
de alguma etapa ou outra na serie de mudanqas quimicas que cons- 
tituem o metabolismo - 1 Garrod enfocou sua atenqao em quatro 
destas condiqoes: albinismo, alcaptonuria, cistinuria e pentosuria. 

O albinismo surge de uma incapacidade de produzir o pig- 
mento melanina. Pessoas com albinismo tern pele branca e ca- 
belos claros, e seus olhos sao rosa devido a ausencia de qualquer 
pigmento na iris. Alcaptonuria, cistinuria e pentosuria sao carac- 
terizadas pela excreqao de substancias diferentes na urina. Na al¬ 
captonuria, a substancia e o acido homogentisico, que nos dias de 
Garrod era chamada alcaptona. Esta substancia fica preta quando 
exposta ao ar. Assim, a alcaptonuria e facilmente diagnosticada, 
mesmo em crian^as, em que uma fralda molhada escurece, sendo 
urn sinal claro da condiqao. Na cistinuria, o aminoacido cistina e 
excretado na urina. Caso a cistina fique muito concentrada, ela se 
cristaliza e forma calculos, “pedras nos rins” que sao dolorosos e 
podem danificar os rins. Na pentosuria, o aqucar xilulose e excre¬ 
tado na urina. Ao contrario da cistinuria, nem a alcaptonuria nem 
a pentosuria estao associadas a uma patologia grave. 

Em 1902, Garrod publicou urn trabalho curto no periodico me¬ 
dico britanico The Lancet 2 Esta publicaqao enfocou estudos de 
alcaptonuricos, que Garrod descobriu surgirem desproporcional- 

] Garrod, A.E. 1909. Inborn Errors of Metabolism. Em Garrod’s Inborn Errors of 
Metabolism , 1963, por H. Harris, Oxford University Press. 

2 Garrod, A.E. 1902. The incidence of alkaptonuria: a study of chemical indivi¬ 
duality. Lancet 1616-1620. 



Fig. 1 ■ Archibald Garrod. 


mente de genitores que eram primos de primeiro grau. As discus- 
soes com William Bateson, o grande campeao do mendelismo, 
deram a Garrod uma explicaqao plausivel sobre esta observaqao. 
Garrod sugeriu que os alcaptonuricos eram homozigotos para urn 
alelo mutante recessivo. Embora raro na populaqao geral, esse 
alelo era mais provavel estar em homozigose na prole de parentes 
do que na prole de pessoas nao aparentadas. Em urn livro baseado 
em palestras que ele apresentou no Royal College of Physicians 
em 1908, Garrod resumiu suas ideias deste modo: 

Foi destacado por Bateson... que o modo de heranqa da alcap¬ 
tonuria tem uma pronta explicaqao se a anomalia em questao 
for vista como uma caracteristica recessiva rara no sentido 
mendeliano. A lei de Mendel diz que com relaqao a duas ca- 
racteristicas mutuamente exclusivas, uma das quais tende a ser 
dominante e a outra recessiva, os individuos cruzados tendem 
a manifestar o carater dominante, mas quando a prole dos hi- 
bridos e entrecruzada sera exibida uma ou outra das caracteris- 
ticas e consistira em dominantes e recessivos em proporqoes 
definidas... Apenas quando dois gametas recessivos se juntam 
na fertiliza^ao, o individuo resultante apresenta a caracteris¬ 
tica recessiva. 

Se a caracteristica recessiva for rara, muitas geragoes podem 
ser puladas antes que ocorra a uniao de dois de tais gametas, 
pois as familias nas quais sao produzidos serao pouco numeri- 
cas, e a chance de que em um determinado casamento ambos 
os genitores contribuam com tais gametas sera muito pequena. 
Quando, entretanto, ocorre o casamento entre dois membros 
de tal familia, a chance sera muito maior, e a prole de tal casa¬ 
mento provavelmente exibira a peculiaridade. 3 

3 Garrod, Inborn Errors of Metabolism. 
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UM MARCO NA (jENETKA (continual) 

Assim, foi identificado o primeiro alelo recessivo em humanos. 

E mais, foi mostrado que este alelo esta associado a uma anoma- 
lia metabolica. Garrod supos que a alcaptonuria era causada por 
uma incapacidade de metabolizar o acido homogentisico, que e 
entao excretado na urina. Esta fusao da genetica e da bioquimica 
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levou a ideia de que o metabolismo esta sob controle genetico. 
Garrod tambem teve a evidencia de que o albinismo ocorre des- 
proporcionalmente entre a prole de primos de primeiro grau e e 
portanto causado por um alelo recessivo, mas, para a cistinuria e 
a pentosuria, ele so pode especular sob uma base genetica. En- 
tretanto, com base em seu conhecimento detalhado da alcap¬ 
tonuria, Garrod foi convencido de que os genes influenciam a 
constitui^ao quimica das pessoas. 

Hoje sabemos que o albinismo, a alcaptonuria e outro erro 
inato, a fenilcetonuria, sao causados por bloqueios em vias bio- 
quimicas que metabolizam dois aminoacidos, fenilalanina e ti- 
rosina, que sao derivados de proteina ingerida nos alimentos 
(Eig. 2). Na fenilcetonuria, o aminoacido fenilalanina nao pode 
ser convertido em tirosina devido a um defeito na enzima feni- 
lalanina-hidroxilase. Em vez disso, a fenilalanina e convertida em 
outra substancia, o acido fenilpiruvico, que se acumula em niveis 
que irao danificar tecidos moles, especialmente os do cerebro. Se 
nao for tratada com reduqao da ingestao de fenilalanina na dieta, 
esta anomalia metabolica pode prejudicar o desenvolvimento do 
cerebro. No albinismo, a via que converte tirosina no pigmento 
melanina e bloqueada por um defeito na enzima tirosinase. Con- 
sequentemente, o pigmento melanina nao pode ser produzido. 
Na alcaptonuria, o bloqueio metabolico e em uma reagao que 
converte acido homogentisico em acido maleilacetoacetico, o 
qual, por sua vez, e convertido por outras rea<;oes em acido fu- 
marico e acido acetoacetico. Esse bloqueio, como Garrod corre- 
tamente indicou, faz com que o acido homogentisico se acumule 
e seja excretado na urina. Pesquisas modernas mostraram que a 
pentosuria e causada por um bloqueio em uma via que degrada 
o aqucar xilulose. Entretanto, a cistinuria, a mais complexa das 
condi^oes que Garrod estudou, nao se deve a um bloqueio no 
metabolismo de cistina. Ela deriva da incapacidade dos tubulos 
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Fig. 2 ■ Vias bioquimicas envolvendo a modifica<;ao dos 
aminoacidos fenilalanina e tirosina. 


renais de reabsorver cistina do liquido filtrado nos rins. 

O trabalho de Garrod criou uma ligaqao critica entre a gene¬ 
tica e a bioquimica. Entretanto, levou mais de tres decadas para 
que seu significado total fosse reconhecido. O evento esclare- 
cedor surgiu em 1941, quando George Beadle e Edward Tatum 
demonstraram que os genes codificam as erizimas que catalisam 
rea<;oes bioquimicas. Com a descoberta de Beadle e Tatum, a era 
da genetica bioquimica iniciou seu desenvolvimento. 

QUESTOES PARA DISCUSSOES 

1. O trabalho de Garrod exemplifica um enfoque interdiscipli- 
nar de pesquisa. Voce consegue encontrar exemplos atuais de 


projetos de pesquisa interdisciplinares? Existem dificuldades 
especiais associadas a estes tipos de projetos? 

2. Muitos dos dados obtidos por Garrod e seus colegas vieram 
de experimentos com humanos. Substancias quimicas foram 
ministradas a pessoas para estudar aspectos do metabolismo. 
Outros tipos de dados vieram de estudos com animais tais 
como coelhos e caes. Que aspectos eticos estao envolvidos 
na pesquisa com humanos e animais? Como esta pesquisa e 
regulada hoje em dia? 
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a prodngao de ovocitos ferteis saudaveis. Sabemos deste fato 
porque as femeas que sao homozigotas para algumas muta¬ 
goes singed sao totalmente estereis. Elas poem ovos frageis 
malformados que nunca eclodem. Entretanto, tais mutagoes 
nao tem efeito adverso na fertilidade masculina. Assim, o 
gene singed controla pleiotropicamente a formagao tanto de 
cerdas e ovos nas femeas quanto a formagao de cerdas em 
machos. 


mm PONTOS IMPORTANTES 

■ A agao genica e afetada por fatores biologicos e fisicos no am- 
biente. 

■ Dois ou mais genes podem influenciar uma caracteristica. 

■ Um alelo mutante e epistatico em relagao a um alelo mutante 
de outro gene se tiver um efeito predominante no fenotipo. 

■ Um gene e pleiotropico se ele influencia muitos fenotipos di- 
ferentes. 


Exercicios Basicos 


Kustram a analise genetica basica. 


1. Um pesquisador descobriu um novo sistema de grupo sanglif- 
neo para seres humanos. O sistema envolve dois antigenos, P 
e Q, cada um determinado por um alelo diferente de um gene 
chamado N. Os alelos para estes antigenos sao mais ou menos 
igualmente frequentes na populagao geral. Se os alelos N p e N® 
sao co-dominantes, que antigenos devem ser detectados no san- 
gue de heterozigotos A^A/^P 

Resposta: Ambos os antigenos P e Q devem ser detectados 
porque a co-dominancia significa que ambos os alelos em hete¬ 
rozigotos serao expressos. 

2. A cor das flores em uma planta de jardim esta sob o controle 
de um gene com varios alelos. Os fenotipos dos homozigotos e 
heterozigotos deste gene sao os seguintes: 

Homozigotos 

WW vermelha 

ww branca pura 

wV branca pontilhada de vermelho 

vfwP branca com manchas vermelhas regulares 

Heterozigotos 

W com qualquer outro alelo vermelha 

wP com w s ou w branca com manchas vermelhas 

regulares 

w s w branca pontilhada de vermelho 

Coloque os alelos em uma hierarquia de dominancia. 

Resposta: W e dominante em relagao a todos os outros alelos, 
vf e dominante em relagao a w s ew e w s sao dominantes em re¬ 
lagao a w. Assim, a hierarquia de dominancia e W>wP >w s >w. 

3. Duas linhagens de camundongo descobertas independente- 
mente sao homozigotas em relagao a uma mutagao recessiva 
que faz com que os olhos sejam pequenos; os fenotipos das duas 
linhagens sao indistingufveis. A mutagao em uma linhagem e 
chamada little eye e a mutagao na outra e chamada tiny eye. Uma 
terceira linhagem e heterozigota para uma mutagao dominante 
que elimina os olhos; a mutagao nesta linhagem e chamada Eye¬ 
less. Como voce determinaria se as mutagoes little eye , tiny eye e 
Eyeless sao alelos do mesmo gene? 

Resposta: O procedimento para determinar se duas muta¬ 
goes recessivas sao alelos do mesmo gene e cruzar seus res- 


pectivos homozigotos para obter prole hibrida e entao avaliar 
o fenotipo dos hibridos. Se o fenotipo e mutante, as mutagoes 
sao alelos do mesmo gene; se e tipo selvagem, nao sao ale¬ 
los. Neste caso, devemos portanto cruzar camundongo little 
eye com tiny eye e observar sua prole. Se a prole tiver olhos 
pequenos, as duas mutagoes sao alelos do mesmo gene. Se ti- 
verem olhos de tamanho normal, as duas mutagoes sao alelos 
de genes diferentes. Para uma mutagao dominante tal como 
Eyeless , nao e possivel nenhum teste de alelismo. Assim, nao 
podemos determinar se Eyeless e um alelo da mutagao little 
eye ou de tiny eye. 

4. Distinga penetrancia incompleta e expressividade variavel. 
Resposta: Penetrancia incompleta ocorre quando um indi- 
vfduo com o genotipo para uma caracteristica nao expressa a 
caracterfstica desejada. Expressividade variavel ocorre quan¬ 
do uma caracterfstica se manifesta em graus diferentes em 
um conjunto de indivfduos com o genotipo para a caracte¬ 
rfstica. 

5. Em uma especie de mosca, a cor de olho tipo selvagem e ver¬ 
melha. Em uma linhagem mutante homozigota para a mutagao 
w, a cor de olho e branco-pura; em outra linhagem mutante 
homozigota para a mutagao y , a cor de olho e amarela. Os 
mutanfes homozigotos brancos foram cruzados com mutantes 
homozigotos amarelos, e a prole toda tinha olhos vermelhos. 
Quando estas linhagens foram entrecruzadas, elas produzi- 
ram tres classes de prole: 92 de cor vermelha, 33 amarela e 41 
branco-pura. (a) Pelos resultados destes cruzamentos, quantos 
genes controlam a cor de olho? Explique. (b) Se a resposta ao 
item (a) for maior que um, um gene e epistatico em relagao ao 
outro? 

Resposta: Para responder (a), notamos que as moscas de Fj 
todas tinham olhos vermelhos, isto e, tipo selvagem. As mu¬ 
tagoes w e y nao sao portanto alelos do mesmo gene, e con- 
clufmos que pelo menos dois genes devem controlar a cor de 
olho nesta especie. Para responder (h), notamos que nas moscas 
F 2 , a proporgao de segregacao fenotfpica desvia-se da 9:3:3:1 
esperada para dois genes que segregam independentemente. A 
F 2 consiste em apenas tres classes que, alem disso, aparecem na 
proporgao de cores 9 vermelhas:4 brancas:3 amarelas. Eviden- 
temente, os homozigotos ww fazem com que as moscas ten ham 
olhos brancos independence de quais alelos do gene y estejam 
presen tes. Portanto, o gene w deve ser consider ado epistatico 
em relagao ao gene y. 
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Testar Seus Conhecimentos 


Integra conceitos e tecnicas diferentes. 


1. Um geneticista obteve duas linhagens puras de camundongos, 
caca uma aomozigota para uma muta 9 ao recessiva descoberta 
mdependentemente que impede a forma 9 ao de pelos no corpo 
Lma lmhagem mutante e chamada naked e a outra e chamada 
hallless - Para determinar se as duas mutafoes sao alelicas, o ge¬ 
neticista cruzou camundongos naked e hairless. Toda a prole e 
fenonpicamente tipo selvagem; isto e, eles tem pelos por todo 
° corpo. Apos entrecruzar esses camundongos F 1( o geneticista 
obsen'ou 115 tipo selvagem e 85 mutantes na Ft. As mutates 
naked e hairless sao alelicas? Como voce explica a segregacao de 
camundongos tipo selvagem e mutantes na F 2 ? 

Ilesposta: As muta 9 oes naked e hairless nao sao alelicas porque 
os ibridos de F, sao fenotipicamente tipo selvagem. Assim, as 
mnxzqoes naked e hairless sao muta 9 oes de dois genes diferentes. 

ara explicar a propor 9 ao fenotfpica na F 2 , primeiro adotare- 
mos simbolos para tais muta 9 oes e seus alelos tipo selvagem 
dommantes: 6 

n = mutagao naked, N= alelo tipo selvagem 
b — mutagao hairless , H = alelo tipo selvagem 

Com escessimbolos, os genotipos das linhagens parentais puras 
sao nn HH (naked) e NN hh (hairless). Os hfbridos de F, produ- 
zi os pe o cruzamento destas linhagens sao, portanto, Nn Hh. 
^uando tais hibridos sao entrecruzados, esperamos que suriam 
muitos genotipos diferentes na prole. Entetanto, cada alelo re¬ 
cessive .quando homozigoto, impede a forma 9 ao de pelos no 
corpo. Assim, apenas camundongos que sao genotipicamente 
A- H- desenvolverao pelos; todos os outros - homozigotos nn 
ou homozigotos hh ou homozigotos para ambos os alelos re- 
cessivos - nao desenvolverao pelos no corpo. Podemos prever 
as frequences dos fenotipos tipo selvagem e mutante caso seja 
suposto que os alelos naked e hairless segregam independente- 
ff ' ‘ fr ec iuencia de camundongos que serao N- H- e (3/4) 

r L\ m = .°’ 56 ' pda Regra de M ultiplica 9 ao de Probabi- 
i ades) e a frequence de camundongos que serao ou nn ou hh 
(ou ambos) e (1/4) + (1/4) - [(1/4) x (1/4)] = 7/16 = 0,44 (pela 
7nn C daS Probal)llKl;ules ). Assim, em uma amostra de 

2oS x a 0 P 44 S’ eS T m ° S 200 X 0,56 = 112 Send ° Selva ^ ens e 

-00 x 0,44 - 88 sendo mutantes. As frequences observadas de 
i camundongos tipo selvagem e 85 mutantes estao proximas 
os numeros esperados, sugerindo que a hipotese de dois genes 


™ Questoes e Problemas 

4.1. Que tipos sangiimeos podem ser observados nos filhos nasci- 
dos de uma mulher que tem tipo sangumeo M e um homem 
com tipo sangiimeo MN? 

4.2. Em coelhos, a colora 9 ao da pelagem depende dos alelos do 
gene c. Pela informa 9 ao dada no capftulo, que fenotipos e 
propor 9 oes podem ser esperados dos seguintes cruzamentos: 
(a) c c X rr; (b) rfr X rV, (c) rV x cV h ; (d) cd h x rr; (e) x 
c c; (t) e'ex cc? 


que segregam mdependentemente genes para pelos no corpo e 
de tato correta. 

2. Nas moscas-das-frutas, uma muta 9 ao recessiva, w, faz com que 
os olhos sejam brancos e outra muta 9 ao recessiva, v, faz com 
que sejam vermilion-, e uma terceira muta 9 ao recessiva, hw faz 
com que sejam de cor marrom. A cor de olho tipo selvagem e 
vermelbo-escura. Os hibridos produzidos pelo cruzamento de 
quaisquer dois mutantes homozigotos tem olhos escuros, e to- 
i as as combina 9 des de mutantes duplos homozigotos tem olhos 
brancos. Quantos genes estas tres inuta 9 oes deiinem? Se a cor 
vermelho-escura dos olhos tipo selvagem se deve ao acumulo de 
dois pigmentos diferentes, um vermelho e outro marrom, qual 
gene controla a expressao de qual pigmento? Os genes podem 
ser ordenados em uma via para acumulo de pigmento^ 5 
Resposta: As tres rnuta 9 oes definem tres genes diferentes por- 
que, quando quaisquer duas mutacoes homozigotas sao cruza- 
c as, a prole tem cor de olho tipo selvagem. A muta^ao w impede 
a expressao de todo o pigmento porque as moscas homozigotas 
para ela nao tem nem pigmento vermelho nem marrom em seus 
olhos; a muta 9 ao v impede a expressao do pigmento marrom, 
porque as moscas homozigotas para ele tem olhos vermilion 
(vermelho-claros); e a muta 9 ao bw impede a expressao do pig- 
mento vermelho porque as moscas que sao homozigotas para ete 
tem olhos marrom. Assim, o gene do tipo selvagem v controla 
a expressao do pigmento marrom, o gene do tipo selvagem bw 
controla a expressao do pigmento vermelho e o gene do tipo sel¬ 
vagem w e necessano para a expressao de ambos os pigmentos 
iodemos resumir estes achados propondo que cada pigmento 
e expresso em uma via diferente e que o funcionamento destas 
vias depende do gene w do tipo selvagem. 


Precursor-1 


gene bw* 


Precursor-2 


Pigmento vermelho Pigmento 


gene v* 


marrom 


gene w* 

Cor de olho vermelho-escura 


a compreensao e desenvolvem as habilidades analiticas. 

4.3. Em camundongos, uma serie de cinco alelos determina a 
cor da pelagem. Em ordem de dominancia, estes alelos sao: 
A , pelagem amarela mas letal homozigoto; A L , agouti com 
ban iga clara; A , agouti (tipo selvagem); a\ preto e castanho; 
e a, preto. Para cada um dos seguintes cruzamentos, cite a 
cor da pelagem dos genitores e as proposes fenotipicas 
esperadas entre a prole: (a) A Y A L xA y A\ (b)A r axA L a‘: ( c ) 
a a xA a; (d) A a' x A L A L - (e) A L A L x A r A*- (0 A*a' x a'a-, (g) 
aaxaa-, (h) A Y A L x AW; e (i) A Y a L xA r A*. ° 
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4.4. Em vanas plantas, tais como tabaco, primula e trevo verme- 
no, foi observado que combinagoes de alelos em ovocitos e 
polen mfluenciam a compatibibdade reprodutiva das plan¬ 
tas. Combinagoes homozigotas, tais como S'S 1 , nao se de- 
senvolvem porque o polen S' nao e efetivo em estigmas S 1 . 
Entretanto, o polen 5 e efetivo em estigmas S 2 S s . Que prole 
pode ser esperada dos seguintes cruzamentos (semente <x e - 

SSTe (^t ^ X ^ ^ X W 


4.5. Das informagoesnocapitulosobreostipossangiimeos ABO que 
tenoupos e proporgoes sao esperados das seguintes reprodu¬ 
ces: (a) ff x m, (b) ff x a- (c) ft x i% e (d) f, x «? 


4.6. Uma mulher com tipo sangiimeo O teve uma crianga, tam- 
em c o grupo O. A mulher diz que urn homem tipo AB e o 
pai da crianga. Sua afirmativa e verdadeira? 


ma lmhagem japonesa de camundongos tern um andar pe¬ 
culiar descoordenado chamado valsador, que se deve a um 
alelo recessivo, *. O alelo dominante Ufaz com que o ca- 
mundongo ande de modo coordenado. Um geneticists de 
camundongos recentemente isolou outra mutagao recessiva 
que causa mov.mento descoordenado. Essa mutagao cha- 
mada tango, podena ser um alelo do gene waltzing ou poderia 
ser uma mutagao em um gene totalmente diferente. Propo- 
nha um teste para determinar se as mutagoes waltzing e tango 
sao alelos e, se forem, proponha shnbolos para indica-los. 


4.11. A surdez congenita em seres humanos e herdada como uma 
condigao recessiva. No heredograma adiante, duas pessoas 
surdas, cada uma supostamente homozigota para uma muta¬ 
gao recessiva, casaram-se e tiveram quatro filhos com audi- 
? ao normal. Proponha uma explicacao. 


4.7. Outra inulher com tipo sangiimeo AB teve uma crianga com 
tipo B. Dois homens diferentes se dizem o pai. Um tern san- 
gue tipo A e o outro sangue tipo B. A evidencia genetica 
pode decidir em favor de um deles? 

4.8. As cores das flores de plantas em determinada populagao po- 
tlem ser azul, purpura, turquesa, azul-claro ou branca. Uma 
sene de cruzamentos entre membros diferentes da popula¬ 
gao produziram os seguintes resultados: 

Cruzamento Genitores Prole 


1 

2 

3 

4 

5 

6 
7 


8 

9 


10 


11 

12 

13 


purpura x azul 
purpura x purpura 

azulx azul 

purpura x turquesa 

purpura x purpura 
purpura x azul 
purpura x azul 


turquesa x turquesa 
purpura x azul 

azul-claro x azul-claro 

turquesa x branca 
branca x branca 
purpura x branca 


tod a purpura 
76 purpura, 

25 turquesa 
86 azul, 

29 turquesa 

49 purpura, 

52 turquesa 

69 purpura, 22 azul 

50 purpura, 51 azul 
54 purpura, 

26 azul, 

25 turquesa 
toda turquesa 
49 purpura, 

25 azul, 

23 azul-claro 
60 azul-claro, 

29 turquesa, 

31 branca 
toda azul-claro 
toda branca 
toda purpura 


Quantos genes e alelos estao envolvidos na heranga de cor da 
Hon- indique todos os genotipos possfveis para os seguintes 
fenotipos: (a) purpura; (b) azul; (c) turquesa; (d) azul-claro- 
(e) branco. 


4.9. bma mulher que tern sangue tipo O e tipo M casou com um 
homem que tern tipo AB e tipo MN. Se for suposto que os 
genes para os sistemas sangiimeos ABO e MN segregam in- 
dependentemente, que tipos sangiimeos terao os filhos deste 
casal e em que proporgoes? 





5 i i 6 



—--tr.utc WCS xccessivas em dois genes que 

segregam mdependentemente, brown e purple, impedem a 
sintese de p.gmento vermelho nos olhos. Portanto, homo- 
zigotos para ambas estas mutagoes tern olhos marrom-piir- 
pura. Entretanto, heterozigotos para ambas estas mutagoes 
tern olhos vermelho-escuros, isto e, olhos tipo selvagem. Se 
tais duplos heterozigotos forem entrecruzados, que tipos de 
prole serao produzidas e em que proporgoes^ 


4.13. A mutagao dominate Plum na mosca-das-frutas tambem causa 
olhos marrom-purpura. E poss.vel detenninar por experimen- 
tos geneticos se Plum e um alelo dos genes brown on purpura} 

4.14. A partir de informagao dada no capitulo, explique por que 
camundongos com pelagem amarela nao sao puros. 


4.15. Um casal tern quatro filhos. Nem o pai nem a mae exibe calvf- 
cie; um dos dois filhos e calvo, mas nenhuma das filhas e calva. 

(a) Se uma das filhas se casar com um homem nao calvo e 
tiverem um filho, qual a chance de que o filho se torne 
calvo quando adulto? 

(b) Se o casal river uma filha, qual a chance de que ela fique 
calva quando for adulta- 


4.16. O heredograma a seguir mostra a heranga de ataxia, um raro 
disturbio neurologico caracterizado por movimentos desco- 
ordenados. A ataxia e causada por um alelo dominante ou 
recessivor Explique. 


I 

II 

III 
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4.17. As galinhas que possuem ambos os alelos para crista rose (. R ) e 
pea (P) tem cristas walnut , enquanto as galinhas que nao tem 
nenhum destes alelos (isto e, sao genotipicamente it pp) tem 
cristas single. Pelas informagoes sobre interacoes desses dois 
genes dadas no capitulo, determine os fenotipos e as propor- 
goes esperadas dos seguintes cruzamentos: 

(a) RRPpxrr Pp; 

(b) rrPPxRrPp ; 

(c) RrPpxRrpp; 

(d) Rr pp x it pp. 

4.18. Galinhas de crista rose cruzadas com galinhas de crista tipo 
walnut produziram 15 galinhas walnut , 14 rose , 5 pea e 6 com 
cristas single. Determine os genotipos dos genitores. 

4.19. As aboboras com o alelo dominate C tem um fruto branco, 
enquanto as plantas homozigotas para o alelo recessivo c tem 
fruto colorido. Quando o fruto e colorido, o alelo dominante 
G faz com que ele seja amarelo; na ausencia deste alelo (isto 
e, com genotipo gg), a cor do fruto e verde. Quais sao os fe¬ 
notipos de F 2 e as proporgoes esperadas do entrecruzamento 
da prole de plantas CC GG e cc gg ? Suponha que os genes 
C e G segregam independentemente. 

4.20. A raga branca Leghorn de galinhas e homozigota para o alelo 
dominante C, que produz plumagem colorida. Entretanto, 
esta raga tambem e homozigota para o alelo dominante I 
de um gene que segrega independentemente e inibe a co- 
loragao da plumagem. Conseqiientemente, as galinhas tem 
plumagem branca. A raga branca Wyandotte de galinhas nao 
tem nem o alelo para cor nem o inibidor de cor. Ela e, por- 
tanto, genotipicamente cc ii. Quais sao os fenotipos de F 2 e as 
proporgoes esperadas do entrecruzamento da prole de uma 
femea branca Leghorn e um galo branco Wyandotte? 

4.21. Drosophila homozigotas para a mutagao recessiva scarlet tem 
olhos vermelho-claros porque nao podem produzir o pig- 
mento marrom. As Drosophila homozigotas para a mutagao 
recessiva brown tem olhos marrom-purpura porque nao po¬ 
dem sintetizar pigmento vermelho. Drosophila homozigotas 
para ambas estas mutagoes tem olhos brancos porque nao 
podem produzir nenhum dos tipos de pigmento. As muta¬ 
goes brown e scarlet segregam independentemente. Se Dro¬ 
sophila que sao heterozigotas para ambas estas mutagoes sao 
entrecruzadas, que tipo de prole elas produzirao e em que 
proporgoes? 

4.22. Considere o seguinte esquema hipotetico de determinagao 
da cor da pelagem em um marmfero. O gene A controla 
a conversao de um pigmento branco Pq em um pigmento 
cinza Pi; o alelo dominante A produz a enzima necessaria 
para esta conversao e o alelo recessivo a produz uma enzima 
sem atividade bioquimica. O gene B controla a conversao 
do pigmento cinza P] em um pigmento preto P 2 ; o alelo 
dominante B produz a enzima ativa para esta conversao e o 
alelo recessivo b produz uma enzima sem atividade. O alelo 
dominante C de um terceiro gene produz um polipeptideo 
que inibe totalmente a atividade da enzima produzida pelo 
gene A; isto e, impede a reagao P 0 -> Pi - O alelo c deste gene 
produz um polipeptideo defeituoso que nao inibe a reagao 
Pq —> P 1 • Os genes A, B e C segregam independentemente, 


e nenhum outro gene esta envolvido. Na F 2 do cruzamento 
AA bb CC x aa BB cc , qual a proporgao de segregagao feno- 
tfpica esperada? 

4.23. Que proporgao de segregagao fenotnpica de F 2 seria esperada 
no cruzamento descrito no problema anterior se o alelo do¬ 
minante, C, do terceiro gene fizesse um produto que inibisse 
totalmente a atividade da enzima produzida pelo gene B, isto 
e, impedisse a reagao Pi —> P 2 , em vez de inibir a atividade 
da enzima produzida pelo gene ^4? 

4.24. O martim-pescador da micronesia, Halcyon cinnamomina , 
tem uma face de cor de canela. Em algumas aves, a cor con- 
tinua ate o torax, produzindo um dentre tres padroes: um 
cfrculo, um escudo ou um triangulo; em outras aves, nao 
ha cor no torax. Um macho com um triangulo colorido foi 
cruzado com uma femea que nao tem cor no torax, e toda a 
sua prole tin ha um escudo colorido no torax. Quando estas 
proles foram entrecruzadas, elas produziram uma F 2 com 
uma proporgao fenotipica de 3 cfrculo:6 escudo:3 trian- 
gulo:4 sem cor. (a) Determine o modo de heranga para esta 
caracterfstica e indique os genotipos das aves em todas as tres 
geragoes. (b) Se um macho sem cor no torax e cruzado com 
uma femea com um escudo colorido no torax e a Fi segrega 
em uma proporgao de 1 crrculo:2 escudo: 1 triangulo, quais 
sao os genotipos dos genitores e sua prole? 

4.25 Em uma especie de arvore, a cor da semente e determinada 
por quatro genes que segregam independentemente: A, B y C 
e D. Os alelos recessivos de cada um destes genes (a, b, c e d) 
produzem enzimas anormais que nao podem catalisar uma 
reagao na via biossintetica para o pigmento da semente. Esta 
via e diagramada como a seguir: 

A B C 

Precursor branco ' - ~# >Amarelo ' » Laranja . -» > Vermelho 



Quando tanto os pigmentos vermelho e azul estao presentes, 
as sementes sao purpura. Arvores com os genotipos Aa Bb Cc 
Dd e Aa Bb Cc dd foram cruzadas. 

(a) Que cor tem as sementes nestes dois genotipos paren- 
tais? 

(b) Que proporgao da prole do cruzamento tera sementes 
brancas? 

(c) Determine as proporgoes relativas de prole vermelha, 
branca e azul do cruzamento. 

4.26. Foram feitos varios cruzamentos entre linhagens puras de 
labradores pretos e amarelos. Toda a prole F\ era preta. 
Quando esta prole foi entrecruzada, foi produzida uma F 2 
que consistia em 91 pretos, 39 amarelos e 30 chocolate, (a) 
Proponha uma explicagao para a heranga da cor da pela¬ 
gem em labradores. (b) Proponha uma via bioquimica para 
a determinagao da cor de pelagem e indique como os genes 
relevantes controlam a cor da pelagem. 

4.27. Duas plantas com fibres brancas, cada uma de linhagens pu¬ 
ras, foram cruzadas. Todas as plantas F] tinham flores ver- 
melhas. Quando estas plantas Fi foram entre cruzadas, elas 
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produziram uma F 2 que consistia em 177 plantas com flores 
vermelhas e 142 com flores brancas. (a) Proponha uma ex¬ 
plicate para a heranga da cor da flor nesta especie de planta. 
(b) Proponha uma via bioqufmica para a pigmentafao da flor 
e indique quais genes controlam quais etapas nesta via. 

4.28. Considere a seguinte via biossintetica geneticamente con- 
trolada para pigmentos nas flores de uma planta hipotetica: 

S ene A gene B gene C 

I I I 

enzima A enzima B enzima C 


Suponha que o gene A controla a conversao de um pigmento 
branco, P 0 , em outro pigmento branco, P i; o alelo dominante 


A especifica uma enzima necessaria para essa conversao e o 
alelo recessivo a especifica uma enzima defeituosa sem fun- 
?ao bioqmmica. O gene B controla a conversao do pigmento 
branco, Pi, em um pigmento rosa, P 2 ; o alelo dominante, 
B, produz a enzima necessaria para esta conversao e o alelo 
recessivo, b, produz uma enzima defeituosa. O alelo domi¬ 
nante, C, do terceiro gene especifica uma enzima que con- 
verte o pigmento rosa, P 2 , em um pigmento vermelho, P$; 
seu alelo recessivo, c, produz uma enzima alterada que nao 
pode efetuar esta conversao. O alelo dominante, D, de um 
quarto gene produz um polipeptideo que inibe totalmente a 
fun 9 ao da enzima C; isto e, bloqueia a reagao P? ^ P 3 . Seu 
alelo recessivo, d , produz um polipeptideo defeituoso que 
nao bloqueia esta rea^ao. Suponha que a cor da flor seja de- 
terminada apenas por estes quatro genes e que eles segregam 
independentemente. Na F 2 de um cruzamento entre plantas 
com o genotipo AA bb CC DD e plantas com o genotipo aa 
BB cc dd, que proporgao de plantas tera (a) flores vermelhas? 
(b) flores rosa? (c) flores brancas? 
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Topicos 

■ Cromossomos 

■ A Teoria Cromossomica da 
Hereditariedade 

■ Genes Ligados ao Sexo em 
Seres Humanos 

■ Cromossomos Sexuais e 
Determina^ao do Sexo 

■ Compensa^ao de Dose de 
Genes Ligados ao X 


Sexo, Cromossomos e Genes 

O que faz com que os organismos se desenvolvam como 
machos ou femeas? Por que existem apenas dois feno- 
tipos sexuais? O sexo de um organismo e determinado 
por seus genes? Estas e perguntas correlatas tern intri- 
gado geneticistas desde a redescoberta do trabalho de 
Mendel no comeqo do seculo vinte. 

A descoberta de que os genes tern um papel na 
determinaqao do sexo surgiu de uma fusao entre duas 
disciplinas antes cientificamente distintas, a genetica 
- o estudo da hereditariedade - e a citologia - o 
estudo das celulas. No comeqo do seculo vinte, estas 
disciplinas foram reunidas por uma amizade entre dois 
renomados cientistas americanos, Thomas Hunt Morgan 
e Edmund Beecher Wilson. Morgan era o geneticista e 
Wilson o citologista. 

Como citologista, Wilson estava interessado no corn- 
portamento dos cromossomos. Tais estruturas demons- 
tram-se importantes para a determinaqao do sexo em 
muitas especies, incluindo a nossa. Wilson foi um dos 
primeiros a investigar as diferenqas nos cromossomos 
dos dois sexos. Atraves de cuidadosos estudos, ele e 



Macho e femea de Drosophila. O macho possui olhos brancos porque 
tem uma mutacao em seu cromossomo X. 
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seus colegas mostraram que tais diferenqas estavam confinadas a um par especial de 
cromossomos chamados cromossomos sexuais. Wilson descobriu que o comporta- 
mento destes cromossomos durante a meiose poderia explicar a heranqa do sexo. 

Como geneticista, Morgan estava interessado na identificaqao de genes. Ele enfo- 
cou sua pesquisa na mosca-das-frutas, Drosophila melanogaster, e rapidamente des¬ 
cobriu um gene que dava proposes fenotipicas diferentes em machos e femeas. 
Morgan imaginou que esse gene estava situado em um dos cromossomos sexuais, e 
um de seus estudantes, Calvin Bridges, provou que sua hipotese estava correta. A 
descoberta de Morgan de que os genes residem em cromossomos foi uma grande 
conquista. Os fatores geneticos abstratos postulados por Mendel foram finalmente 
localizados em estruturas visiveis dentro das celulas. Os geneticistas agora podiam 
explicar os Principios da Segregaqao e da Distribuiqao Independente em termos de 
comportamento cromossomico. 

A descoberta de que genes especificos determinam o sexo de um organismo veio 
muito depois, apenas apos uma outra disciplina cientifica, a biologia molecular, ter unido 
forqas com a genetica e a citologia. Atraves de seus esforqos combinados, citologistas, 
geneticistas e biologos moleculares identificaram genes determinates de sexo ao estu- 
dar individuos raros nos quais o fenotipo sexual era inconsistente com os cromossomos 
sexuais que estavam presentes. Hoje em dia, pesquisadores em todos os tres campos 
estao tentando explicar como tais genes controlam o desenvolvimento sexual. 


CROMOSSOMOS 

Cada especie tem um conjunto caracterfstico de 

cromossomos. 

Os cromossomos foram descobertos na segunda metade 
do seculo dezenove por um citologista alemao, W. Waldeyer. 
Pesquisas subseqiientes com muitos organismos diferentes 
estabeleceram que os cromossomos sao caracterfsticos dos 
nucleos de todas as celulas. Eles sao mais bem vistos com a 
aplicagao de corantes as celulas em divisao. Durante a divi- 
sao, o material em um cromossomo e compactado em um 
pequeno volume, o que lhe confere o aspecto de um cilindro 
compacto organizado. Durante a interfase das divisoes celu- 
lares, os cromossomos nao sao facilmente vistos, mesmo com 
os melhores corantes. Os cromossomos interfasicos sao pouco 
helicoidizados, formando filamentos finos que sao distribui- 
dos pelo micleo. Conseqiientemente, quando sao aplicados 
corantes, todo o micleo e corado e cromossomos individuals 
nao podem ser identificados. Este emaranhado difuso de fila¬ 
mentos e chamado cromatina. Algumas regioes da cromatina 
coram-se mais escuro do que outras, sugerindo uma diferenga 
subjacente de organizagao. As regioes claras e escuras, respec- 
tivamente chamadas eucromatina (do grego “verdadeiro”) 
e heterocromatina (da palavra grega para “diferente”), tem 
densidades diferentes de filamentos cromossomicos. 

Numero de Cromossomos 

Dentro de uma especie, o numero de cromossomos e quase 
sempre um multiplo inteiro de um numero basico. Nos seres 


humanos, por exemplo, o numero basico e 23. Ovocitos e es- 
permatozoides maduros tem este numero de cromossomos. 
A maioria dos outros tipos de celulas humanas tem o dobro 
(46), embora algumas, tais como as celulas do ffgado, tem 
quatro vezes (92) o numero basico. 

O numero (n) cromossomico haploide, ou basico, define 
um conjunto de cromossomos chamado genoma haploide. 
A maioria das celulas somaticas contem dois de cada um dos 
cromossomos neste conjunto e sao portanto diploides (2n). 
As celulas com quatro de cada um dos cromossomos sao 
tetraploides (4n), as com oito sao octaploides (8n) e assim 
em diante. 

O numero basico de cromossomos varia entre especies. 
O numero de cromossomos nao esta relacionado com o 
tamanho ou a complexidade biologica de um organismo, 
a maioria das especies contendo entre 10 e 40 cromosso¬ 
mos em seus genomas (Quadro 5.1). O muntjac, um cervo 
asiatico, tem apenas tres cromossomos em seu genoma, en- 
quanto algumas especies de samambaias tem tnuitas cen- 
tenas. 

Cromossomos Sexuais 

Algumas especies animais, tais como femeas de gafanhotos, 
tem um cromossomo a mais que os machos (Fig. 5. la ): Esse 
cromossomo extra, originalmente observado em outros in- 
setos, e chamado cromossomo X. Femeas destas especies 
tem dois cromossomos X e machos tem apenas um. Assim, 
as femeas sao citologicamente XX e os machos sao X0, 
em que o “0 ’ indica a falta de um cromossomo. Durante a 
meiose na femea, os dois cromossomos X formam um par 












90 ■ A BASE CROMOSSOMICA DO MENDELISMO 


QUADRO 5.1 


Numero de Cromossomos em Diferentes Organismos 

Organismo 

N° Haploide 
de Cromossomos 

Eucariontes Simples 

Leveduras ( Saccharo?nyces cerevisiae) 

16 

Fungo do pao {Neurospora crassa) 

7 

Alga verde unicelular 

(Cblaniydomonas reinhardtii) 

17 

Plantas 

Milho (Zea mays) 

10 

Trigo do pao (Triticum aestivum ) 

21 

Tomate (Lycopersicon esculentum) 

12 

Fava (Vida fab a) 

6 

Sequoia gigante (Sequoia sempei-virens) 

11 

Crucffera (Arabidopsis thaliana) 

5 

Animais Invertebrados 

Mosca-das-frutas {Drosophila melanogaster) 

4 

xMosquito {Anopheles culicifacies) 

3 

Estrela-do-mar {Asterias forbesi) 

18 

Nematodeo {Caenorhabditis elegans) 

6 

Mexilhao {Mytilus ednlis) 

14 

Animais Vertebrados 

Ser humano {Homo sapiens) 

23 

Chimpanze {Pan troglodytes) 

24 

Gato {Felis domesticus) 

36 

Camundongo {Mns muscnlus) 

20 

Galinha {Gallus domesticus) 

39 

Sapo {Xenopas laevis) 

17 

Peixe {Esox Indus) 

25 


e entao se separam, produzindo ovocitos que contem urn 
unico cromossomo X. Durante a meiose no macho, o cro- 
mossomo X unico move-se independentemente dos outros 
cromossomos e e incorporado a metade dos espermatozoi- 
des; a outra metade nao recebe nenhum cromossomo X. 
Assim, quando espermatozoides e ovocitos se unem, sao 
produzidos dois tipos de zigotos: XX, que se desenvolvem 
em femeas, e XO, que se desenvolvem em machos. Como 
cada um destes tipos e igualmente provavel, o mecanismo 
reprodutivo preserva uma proporgao de 1:1 de machos para 
femeas nestas especies. 

Em muitos outros animais, incluindo seres humanos, ho- 
mens e mulheres tern o mesmo numero de cromossomos 
(Fig. 5. IF). Esta igualdade numerica e devida a presenga de 
um cromossomo no homem, chamado cromossomo Y, que 
faz par com o X durante a meiose. O cromossomo Y e mor- 
fologicamente distingufvel do cromossomo X. Nos huma¬ 
nos, por exemplo, oYe menor que o X, e seu centromero 
esta situado perto de uma das pontas (Fig. 5.2). O material 
comum aos cromossomos X e Y e limitado, consistindo prin- 
cipalmente em segmentos curtos perto das pontas dos cro- 



(a) Heranca de cromossomos sexuais em 
animais com femeas XX e machos XO. 



(b) Heranca de cromossomos sexuais em 
animais com femeas XX e machos XY. 


Fig. 5.1 ■ Heranga de cromossomos sexuais em animais. 


mossomos. Durante a meiose no homem, os cromossomos 
X e Y separam-se um do outro, produzindo dois tipos de 
espermatozoides, contendo X e contendo Y. As ffeqiiencias 
dos dois tipos sao aproximadamente iguais. As mulheres XX 
produzem ovocitos apenas de um tipo, contendo X. Se a fer- 
tilizagao ocorrer aleatoriamente, cerca de metade dos zigo¬ 
tos sera XX e metade sera XY, levando a uma proporgao de 
concepgao de 1:1. Entretanto, em seres humanos, os esper¬ 
matozoides contendo Y tern uma vantagem de ffrtdlizagao, 
e a proporgao sexual zigotica e de cerca de 1,3:1. Durante o 
desenvolvimento, o excesso de homens e diminufdo pela via- 



X Y 


Fig. 5.2 ■ Cromossomos humanos X e Y. As regioes terminais 
sao comuns a ambos os cromossomos sexuais. 
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bilidade diferencial de embrioes XX e XY, e, ao nascimento 
/omens sao apenas ura pouco mais numerosos que mulheres 
(proporgao sexual 1,07:1). Na idade reprodutiva, o excesso 
de homens e essencialmente eliminado, e a proporgao sexual 
e proxima de 1:1. 

Os cromossomos X e Y sao chamados cromossomos se- 
xuais. Todos os outros cromossomos no genoma sao chama¬ 
dos autossomos. Os cromossomos sexuais foram descober- 
tos nos prnneiros anos do seculo vinte com o trabalho dos 
citologistas americanos C. E. McClung, N. M. Stevens W 
S. Sutton, e E. B. Wilson. Essa descoberta coincidiu pro- 
ximamente com o surgimento do mendelismo e estimulou 
pesquisas sobre as possiveis relagoes entre os principios de 
Mendel e o comportamento meiotico dos cromossomos 


■i P0NT0S IMPORTANTES 

! Os cromossomos individuals tornam-se visiveis durante a divi- 
sao celular; entre as divisoes, eles formam urn emaranhado de 
ribras chamado cromatina. 

i As celulas somaticas diploides tern o dobro de cromossomos 
que os gametas haploides. 

As celulas de homens e mulheres podem ter numeros diferen- 
tes de cromossomos X e Y; entretanto, o numero de autosso- 
mos nestas celulas e o mesmo. 


A TEORIA CROMOSSOMICA DA 

HEREDITARIEDADE 


meio de cuidadosos experimentos, Morgan foi capaz de mos- 
trar que a mutagao de cor de olho era herdada junto com o 
cromossomo X, sugermdo que o gene para cor de olho estava 

sicamente situado neste cromossomo. Mais tarde, urn de 
seus estudantes, Calvin B. Bridges, obteve a prova definitiva 
de sua Teona Cromossomica da Hereditariedade. 

Evidencia Experimental Ligando a Heranga de 
Genes a Cromossomos 

Os experimentos de Morgan comegaram com sua desco¬ 
berta de urn macho mutante de drosofila que tinha olhos 
brancos em vez de vermelhos do tipo selvagem. Quando 
este macho era cruzado com femeas tipo selvagem, toda a 
prole tinha olhos vermelhos, indicando que branco e reces¬ 
sive, emrelagao a vermelho. Quando essa prole foi entrecru- 
zada, Morgan observou urn padrao peculiar de segregagao: 
todas as filhas, mas apenas metade dos filhos, tinham olhos 
vermelhos; a outra metade dos filhos tinha olhos brancos 
Este padrao sugeriu que a heranga da cor de olho era li<mda 
aos cromossomos sexuais. Morgan propos que o gene para 
or de olho estava presente no cromossomo X, mas nao no 
, e que os fenotipos branco e vermelho eram devidos a dois 
a e os diferentes, urn alelo mutante indicado por w e um 
alelo tipo selvagem indicado por w*. 

A hipotese de Morgan e diagramada na Fig. 5.3. As fe¬ 
meas tipo selvagem no primeiro cruzamento supostamente 


Os estudos da heranga de uma caracteristica ligada 
ao sexo em Drosophila forneceram a evidencia de 
que o comportamento meiotico dos cromossomos e 
a base dos Principios da Segregagao e da Distribuigao 
Independente de Mendel. 

I Em 1910, muitos biologos suspeitaram que os genes es- 
tivessem situados nos cromossomos, mas eles nao tinham uma 
prova definitiva. Os pesquisadores precisavam encontrar um 
gene que pudesse ser inequivocamente ligado a um cromos¬ 
somo. Esta meta requeria que o gene fosse definido por um 
alelo mutante e que o cromossomo fosse morfologicamente 
istmguivel. Alem disso, o padrao de transmissao genica ti¬ 
nha que refletir o comportamento do cromossomo durante a 
reprodugao. Todos estes requisites foram atendidos quando o 
biologo americano Thomas H. Morgan descobriu uma deter- 
minada mutagao para cor de olho na mosca-das-frutas, Droso¬ 
phila melanogaster. Morgan comegou seus experimentos com 
esta especie de mosca em 1909. Ela era idealmente adequada 
paia as pesquisas geneacas porque se reproduz rapidamente 
e prolificamente e era de baixo custo para se criar em labora¬ 
tory. Alem disso, tern apenas quatro pares de cromossomos 
sendo um par de cromossomos sexuais, XX nas femeas e XY 
nos machos. Os cromossomos X e Y foram morfologicamente 
distmguivei s um do outro e de cada um dos autossomos. Por 
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F'g-5.3 ■ Experimento de Morgan sobre a heranga de olhos 
brancos em Drosophila. A transmissao da condigao mutante em 
associagao ao sexo sugeriu que o gene para cor de olho estava 
presente no cromossomo X mas nao no cromossomo Y. 
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sao homozigotas para o alelo w + . Seu cruzamento supos- 
tamente leva o alelo mutante w em seu cromossomo X e 
nenhum dos alelos no cromossomo Y. Um organismo que 
tern apenas uma copia de um gene e chamado hemizigoto. 
Entre a prole do cruzamento, os filhos herdam um cromos¬ 
somo X de sua mae e um cromossomo Y de seu pai. Como 
o X herdado da mae leva o alelo w + , esses filhos tern olhos 
vermelhos. As filhas, em contraste, herdam um cromossomo 
X de cada um dos genitores, um X com w + da mae e um X 
com w do pai. Entretanto, como w + e dominante em relagao 
a w, essas femeas heterozigotas de Fi tambem tern olhos 
vermelhos. 

Quando os machos e femeas de Fi sao entrecruzados, 
quatro classes genotfpicas de prole sao produzidas, cada uma 
representando uma combinagao diferente de cromossomos 
sexuais. As moscas XX, que sao femeas, tern olhos vermelhos 
porque pelo menos um alelo w + esta presente. As moscas 
XY, que sao machos, tern olhos vermelhos ou olhos brancos, 
dependendo de qual cromossomo X e herdado das femeas 
heterozigotas de Fi. A segregagao dos alelos w e w + nestas 
femeas e portanto o motivo pelo qual metade dos machos de 
F 2 tern olhos brancos. 

Morgan fez experimentos adicionais para confirmar os 
elementos de sua hipotese. Em um deles (Fig. 5 Ad), ele cru- 
zou femeas de Fi supostamente heterozigotas para o gene 
de cor de olho com machos brancos mutantes. Como ele 
esperava, metade da prole de cada sexo tinha olhos brancos e 
metade tinha olhos vermelhos. Em outro experimento (Fig. 
5.4b), ele cruzou femeas com olhos brancos com machos 
de olhos vermelhos. Desta vez, todas as filhas tinham olhos 
vermelhos e todos os filhos tinham olhos brancos. Quando 
ele entrecruzou esta prole, Morgan observou a segregagao 
esperada: metade da prole de cada sexo tinha olhos brancos e 
metade tinha olhos vermelhos. Assim, a hipotese de Morgan 
de que o gene para cor de olho era ligado ao cromossomo X 
resistiu a testes experimentais adicionais. 


Cromossomos Como Arranjos de Genes 

Morgan e seus estudantes logo identificaram outros genes 
ligados ao X em Drosophila. Em cada caso, experimentos 
simples de cruzamentos demonstraram que mutagoes reces- 
sivas desses genes foram transmitidas com o cromossomo X. 
A medida que as evidencias se acumularam, ficou claro que 
muitos genes estao situados no cromossomo X. Entretanto, 
° grupo de pesquisa de Morgan tambem identificou genes 
que nao estavam no cromossomo X. Esses genes seguiram 
o Princfpio da Segregagao mendeliana, mas nao segregaram 
com o sexo, como fez o gene para cor de olho. Morgan con- 
cluiu corretamente que tais genes estavam situados em um 
outro dos tres autossomos no genoma das Drosophila. Assim, 
cada cromossomo de Drosophila parecia conter um conjunto 
diferente de genes. 

O laboratorio de Morgan entao tentou determinar as re- 
lagoes entre os genes em um determinado cromossomo. Eles 
continuaram com a suposigao de que os genes eram dispos- 
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(a) Cruzamento entre uma femea heterozigota e um macho 
mutante hemizigoto. 
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(b) Cruzamento entre uma femea mutante homozigota e um macho 
tipo selvagem hemizigoto. 

Fig. 5.4 ■ Testes experimentais da hipotese de Morgan de que 
o gene para cor de olho em Drosophila e ligado ao X. Em cada 
experimento, a cor de olho e herdada com o cromossomo X. Assim, 
os resultados desses cruzamentos apoiaram a hipotese de Morgan 
de aue o gene para cor de olho e ligado ao X. 


tos de modo linear, uma ideia inspirada na evidencia citolo 
gica de que o cromossomo era uni filamento longo e fino. 
Em apenas alguns anos, os estudos de Morgan foram capazes 
de mostrar que os genes de fato estavam situados em locais 
diferentes, ou loci (da palavra latina para “lugar”; singular, lo¬ 
cus ), em uma estrutura linear. Esta analise, que discutiremos 
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Fig. 5.5 ■ Um mapa de genes no cromossomo X de Drosophila. 


no Cap. 7, procluziu os primeiros mapas geneticos do mundo 
- diagramas mostrando as posigoes dos genes e as relativas 
distances entre eles (Fig. 5.5). O laboratorio de Morgan foi 
pioneiro nos metodos para mapeamento genetico e criou a 
fundagao para pesquisas subseqiientes sobre a estrutura fifsica 
dos cromossomos. Finalmente, a linearidade dos cromosso- 
mos foi associada a estrutura linear do DNA (veja Cap. 9). 

Estes estudos iniciais com Drosophila, primariamente o 
trabalho de Morgan e seus estudantes (veja Um Marco na 
Genetica: A Sala das Moscas de Morgan, no final deste ca- 
pitulo), fortaleceram muito a visao de que todos os genes 
estao localizados em cromossomos e que os experimentos de 
Mendel podiam ser explicados pelas propriedades de trans- 
missao dos cromossomos durante a reprodugao. Esta ideia, 
chamada Teoria Cromossomica da Hereditariedade, € 
uma das mais importantes conquistas da biologia. Desde 
sua formulagao na primeira parte do seculo vinte, a Teoria 
Cromossomica da Hereditariedade forneceu um arcabougo 
unificante para todos os estudos de heranca. 


Nao-disjun^ao Como Prova da Teoria Cromossomica 

Morgan mostrou que um gene da cor de olho estava no cro¬ 
mossomo X de drosofilas correlacionando a heranga deste 
gene com a transmissao do cromossomo X durante a re¬ 
produgao. Entretanto, como ja foi notado, foi um de seus 
estudantes, C. B. Bridges, que provou a teoria comossomica 
mostrando que excegdes as regras tambem podiam ser expli- 
cadas por comportamento cromossomico. 

Bridges fez um dos experimentos de Morgan em uma es- 
cala maior. Ele cruzou femeas de drosofilas de olhos brancos 
com machos de olhos vermelhos e examinou muitas pro¬ 
les F,. Embora, como esperado, quase todas as moscas F, 
Eossem ou femeas de olhos vermelhos ou machos de olhos 
brancos, Bridges descobriu algumas moscas exceptional 
- femeas de olhos brancos e machos de olhos vermelhos. Ele 


ctuzou essas excegoes para determinar como elas podem ter 
surgido. Os machos excepcionais eram todos estereis, po- 
rem as femeas excepcionais eram ferteis, e, quando cruzadas 
com machos normals de olhos vermelhos, produziram muita 
prole, incluindo grande numero de filhas de olhos brancos e 
filhos de olhos vermelhos. Assim, as femeas excepcionais da 
' l! em bora raras, produziam muita prole excepcional 
Bridges explicou estes resultados propondo que as mos¬ 
cas excepcionais de F, eram o resultado de comportamento 
anormal do cromossomo X durante a meiose em femeas da 
geragao P. Geralmente, os cromossomos X nestas femeas 
devem softer disjungao, ou se separarem, durante a meiose 
Entretanto, ocasionalmente, eles podem falhar em se sepa- 
rar, produzindo um ovocito com dois cromossomos X ou um 
ovocito sem nenhum cromossomo X. A fertilizagao de tais 
ovocitos anormais por espermatozoides normais produziria 
zigotos com um numero anormal de cromossomos sexuais. 
A Fig. 5.6 i lustra as possibilidades. 

Se um ovocito com dois cromossomos X (geralmente 
chamados de ovocitos duplo-X; genoripoMTT) e fertilizado 
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Fig. 5.6 ■ A nao-disjun<;ao do cromossomo X e responsavel 
Pela P ro,e excepcional que surgiu no experiments de Bridges. Os 
ovocitos sem disjunqao que continham ou dois cromossomos X ou 
nenhum cromossomo X uniram-se a espermatozoides normais que 
continham ou um X ou um Y para produzir quatro tipos de zigotos. 
Os zigotos XXY desenvolveram-se em femeas de olho branco, os 
zigotos XO desenvolveram-se em machos estereis de olho vermelho 
e os zigotos XXX e YO morreram. 
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por um espermatozoide contendo Y, o zigoto sera X v X a) Y. 
Como cada um dos cromossomos X neste zigoto leva um 
alelo mutante w, a mosca resultante tera olhos brancos. Se 
um ovocito sem um cromossomo X (geralmente chamado 
ovocito X nulo) e fertilizado por um espermatozoide porta- 
dor de X (X + ), o zigoto sera X + 0. (Novamente, “0” indica a 
ausencia de um cromossomo.) Como o unico X neste zigoto 
leva um alelo w + , o zigoto se desenvolvera em uma mosca de 
olhos vermelhos. Bridges deduziu que as moscas XXY eram 
femeas e as moscas X0 eram machos. As femeas excepcionais 
de olhos brancos que ele observou eram portanto X w X lv Y e os 
machos excepcionais de olhos vermelhos eram X + 0. Bridges 
confirmou as constituigoes cromossomicas destas moscas ex¬ 
cepcionais por observagao citologica direta. Como os animais 
X0 eram machos, Bridges concluiu que em drosofilas o cro¬ 
mossomo Y nao guardava nenhuma relagao com a determina¬ 
te do fenotipo sexual. Entretanto, como os machos X0 eram 
sempre estereis, ele percebeu que este cromossomo deveria 
ser importante para funcionamento sexual masculino. 

Bridges reconheceu que a fertilizagao de ovocitos anor- 
mais por espermatozoides normais podia produzir dois tipos 
adicionais de zigotos: X W X W X + , que surge da uniao de um 
ovocito duplo-X e um espermatozoide contendo X, e Y0 , 
que surge da uniao de um ovocito nulo-X e um espermato¬ 
zoide contendo Y. Os zigotos X W X W X + desenvolvem-se em 
femeas que tern olhos vermelhos, mas sao fracas e doentes. 
Essas “metafemeas” podem ser distinguidas de femeas XX 
por uma sindrome de anomalias anatomicas, incluindo asas 
anfractuadas e esbogos de abdomes. Geragoes de geneticis- 
tas foram impropriamente chamadas de “superfemeas”, um 
termo criado por Bridges, muito embora nao exista nada 
de super nelas. Os zigotos Y0 sao totalmente inviaveis; isto 
e, eles morrem. Em drosofilas, como na maioria de outros 
organismos com cromossomos sexuais, pelo menos o cro¬ 
mossomo X e necessario para viabilidade. 

A capacidade de Bridges de explicar a prole excepcional 
que surge destes cruzamentos mostrou o poder da teoria cro¬ 
mossomica. Cada uma das excegoes foi devida a um compor- 
tamento cromossomico anomalo durante a meiose. Bridges 
chamou a anomalia de nao-disjungao porque ela envolve uma 
falha dos cromossomos em se separar durante uma das divisoes 
meioticas. Essa falha pode resultar de movimento cromosso¬ 
mico defeituoso, pareamento impreciso ou incompleto, ou 
funcionamento defeituoso do centromero. A partir dos dados 
de Bridges, e impossfvel especificar a causa exata. Entretanto, 
Bridges notou que as femeas excepcionais XXY produzem alta 
freqiiencia de prole excepcional, supostamente porque seus 
cromossomos sexuais podem separar-se de modos diferentes: 
os cromossomos X podem desuiiir-se um do outro, ou o X se¬ 
parar-se do Y. Neste ultimo caso, um ovocito duplo- ou nulo- 
X e produzido porque o X que nao se separa do Y esta livre 
para se mover para um dos polos durante a primeira divisao 
meiotica. Quando fertilizados por um espennatozoide normal, 
esses ovocitos anormais produzirao zigotos excepcionais. 

Bridges observou os efeitos da nao-disjungao cromosso- 
mica que ocorreu durante a meiose em femeas. Devemos 


notar, entretanto, que com experimentos apropriados os 
efeitos da nao-disjungao durante a meiose em machos tam¬ 
bem podem ser estudados. 

A Base Cromossomica dos Principios de Mendel de 
Segrega^ao e Distribui^ao Independente 

Mendel estabeleceu dois principios de transmissao genetica: 
(1) os alelos de um gene segregam um do outro e (2) os ale- 
los de genes diferentes distribuem-se independentemente. 
O achado de que os genes estao situados em cromossomos 
possibilitou explicar estes principios (bem como as excegoes 
a eles) em termos do comportamento meiotico dos cromos¬ 
somos. 

O Principio de Segregacjao 

(Fig. 5.7). Durante a primeira divisao meiotica, os cromos¬ 
somos homologos formam um par. Um dos homologos veio 
da mae e o outro veio do pai. Se a mae era homozigota para 
um alelo, A, de um gene nesse cromossomo e o pai era ho- 
mozigoto para um alelo diferente, a , do mesmo gene, a prole 
deve ser heterozigota, isto e, Aa. Na anafase da primeira 
divisao meiotica, os cromossomos pareados separam-se e se 
movem para polos opostos da celula. Um leva o alelo A e o 
outro o alelo a. Essa separagao fisica dos dois cromossomos 
segrega os alelos um do outro. Eles, portanto, residirao em 
celulas filhas diferentes. O Principio de Mendel da Segre- 
gagao e, portanto, baseado na separagao dos cromossomos 
homologos durante a anafase da primeira divisao meiotica. 

O Principio da Distribuiqao Independente 

(Fig. 5.8). O Principio da Distribuigao Independente e tam- 
bem baseado nesta separagao anafasica. Para compreender 
a relagao, precisamos considerar genes em dois pares dife¬ 
rentes de cromossomos. Suponha que um heterozigoto Aa 
Bb foi produzido por reprodugao de uma femea AA BB com 
um macho aa bb. Suponha tambem que os dois genes estao 
em cromossomos diferentes. Durante a profase da meiose 
I, os cromossomos com alelos A e a formam um par, como 
tambem os cromossomos com os alelos B e b. Na metafase, 
os dois pares assumem posigoes no fuso meiotico em prepa- 
ragao para a separagao que vira na anafase. Como existem 
dois pares de cromossomos, ha dois alinhamentos metafasi- 
cos distintos: 

A B A b 

— ~T ou — "h" 

a b a B 

Cada um destes alinhamentos e igualmente possivel. Aqui 
o espago separa pares diferentes de cromossomos, e a barra 
separa os membros homologos de cada par. Durante a ana¬ 
fase, os alelos acima das barras irao mover-se para um polo 
e os alelos abaixo delas irao mover-se para o outro. Quando 
ocorre disjungao, ha portanto 50% de chance de que os ale- 











L Cromos$omo herdado do pai 


Cromossomos replicados que 
pareados se movem para o equador 
da celula. 
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Cromossomos paternos e 
maternos separam-se, e 
os alelos A e a segregam 
urn do outro. 


Cromossomos e alelos 
sao separados para 
celulas diferentes. 


Cada alelo e recuperado 
na metade dos produtos 
da meiose. 




> meiotica. 


losAeB se movam para o mesmo polo e 50% de chance de 
que se movam para polos opostos. Similarmente, ha 50% 
de chance de que os alelos a e b se movam para o mesmo 
polo e 50% de chance de que se movam para polos opostos. 
No final da meiose, quando o numero de cromossomos e 
finalmente reduzido, metade dos gametas deve confer uma 
combinagao parental de alelos (A B ou a b) e metade deve 
corner uma nova combinagao (A bon a B). Juntos, existirao 
quatro tipos de gametas, cada urn com um quarto do total. 
Esta igualdade de frequences gameticas e um resultado do 
comportamento independente dos dois pares de cromos¬ 
somos durante a primeira divisao meiotica. O Princfpio da 
Segregagao Independente de Mendel e portanto relativo ao 
alinhamento aleatorio de pares diferentes de cromossomos 
na metafase. No Cap. 7, veremos que os genes no mesmo 
par de cromossomos nao segregam independentemente. Em 
vez disso, como eles estao fisicamente ligados uns aos outros, 
eles tendem a ser levados juntos na meiose, violando o Prin¬ 
ciple da Distribuicao Independente. 

■■ P0NT0S IMPORTANTES 

® Os genes estao situados em cromossomos. 

■ A disjungao dos cromossomos durante a meiose e responsavel 
peia segregagao e pela distribuicao independente dos genes. 

* A nao-disjungao durante a meiose resulta em numeros anor- 
mais de cromossomos nos gametas e por fim nos zigotos. 


GENES LIGADOS AO SEXO EM 

SERES HUMANOS 

Os genes ligados ao X e ao Y foram estudados em 

humanos. 

O desenvolvimento da teoria cromossomica dependeu 
da descoberta da mutafao olho branco {white) em Drosophila. 
A anahse subseqiiente demonstrou que essa mutagao era um 
alelo recessivo de um gene ligado ao X. Embora alguns de 
nos possam creditar este episodio importante na historia 
da genetica a uma extraordinaria boa sorte, a descoberta de 
Morgan da mutagao olho branco nao foi tao marcante Tais 
mutagoes estao entre as mais faceis de detectar porque elas 
se apresentam imediatamente em homens hemizigotos. Em 
contraste, as mutagoes autossomicas recessivas apresentam- 
se apenas apos dois alelos mutantes terem sido reunidos em 
um homozigoto - um evento muito mais improvavel. 

Em seres humanos, as caracteristicas recessivas lisaia-: ao 
X sao muito mais facilmente identificadas do que as aatos- 
somicas recessivas. Um homem so precisa herdar ami 
recessivo para mostrar uma caracterfstica fi?ada ao X F-- 
tretanto, uma mulher precisa herdar dois, um de r yf a ^ 
de seus genitores. Assim, a preponderancia de pessoas. one 
apresentam caracteristicas ligadas ao X e de homens 
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Hemofilia, um Disturbio da Coagula^ao Sangiiinea 
Ligado ao X 

Em seres humanos, um certo tipo de hemofilia e um dos 
melhores exemplos de uma caracteristica ligada ao X. Pes- 


soas com esta doenga sao incapazes de produzir um fator 
necessario para coagulagao sangiiinea; cortes, contusoes e 
feridas em hemofilicos continuam a sangrar e, se nao forem 
estancados por tratamento terapeutico, podem causar morte. 
Quase todas as pessoas afetadas por hemofilia ligada ao X 
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Fig. 5.9 ■ (a) A familia imperial russa 
do czar Nicholas II. ( b ) Hemofilia ligada ao 
X nas familias reais da Europa. Atraves de 
entrecruzamento, o alelo mutante para 
hemofilia foi transmitido pela famflia real 
britanica para a da Alemanha, da Russia e da 
Espanha. 



(b) 


sao homens. Outros disturbios de coagulagao sangiimea sao 
encontrados tanto em homens quanto em mulheres porque 
sao devidos a mutagdes em genes autossomicos. 

O caso mais famoso de hemofilia ligada ao X ocorreu na 
familia imperial russa no com ego do seculo vinte (Fig. 5.9). 
O czar Nicholas e a czarina Alexandra tiveram quatro filhas 
e um filho. O filho, Alexis, sofreu de hemofilia. A mutagao 
ligada ao X responsavel pela doenga de Alexis foi transmi- 
tida para ele por sua mae, que era uma portadora hetero- 
zigota. A czarina Alexandra era neta da rainha Victoria do 
Reino Unido, que tambem era uma portadora. Os registros 
de heredogramas mostram que Victoria transmitiu o alelo 
mutante para tres de sua prole de nove: Alice, que era mae 
de Alexandra, Beatrice, que teve dois filhos com a doenga, 
e Leopold, que tinha a doenga. O alelo de que Victoria era 
portadora evidentemente surgiu como uma nova mutagao 
em suas celulas germinativas, ou nas de sua mae, de seu pai 
ou de um ancestral materno mais distante. 


Ao longo da historia, a hemofilia sempre foi uma doenca 
fatal. A maioria das pessoas que a tiveram morreram antes da 
idade de 20 anos. Hoje em dia, devido a disponibilidade de 
tratainentos eficazes e relativamente baratos, os hemofilicos 
tern vida longa e saudavel. As terapias que hoje sao usadas 
para tratar hemofilia foram desenvolvidas aplicando-se tec- 
nologias geneticas modernas. O Enfoque Tecnico: Hemofi¬ 
lia discute tais avangos medicos. 

Daltonismo, um Disturbio de Visao Ligado ao X 

Nos seres humanos, a percepgao de cores e mediada por 
protemas que absorvem luz nas celulas cones especializadas 
da retina do olho. Tres destas protemas foram identificadas, 
uma que absorve a luz azul, uma que absorve a luz verde e 
uma que absorve a luz vermelha. O daltonismo pode ser cau- 
sado por uma anormalidade em qualquer destas protemas 
receptoras. O tipo classico de daltonismo, envolvendo per- 
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I 

II 

III 


IV 



Alelo mutante e 
transmitido com 
probabilidade de Vz. 



Alelo mutante e 
transmitido com 
probabilidade 
de Vz. 
3 


Cromossomo Y e 
transmitido com 
probabilidade de Vz. 

V 



Se portadora, 

0 alelo mutante 
e transmitido com 
probabilidade de Vz. 


l P(V-1 ser daltonico) = 

Vz x Vz x Vz - l /8 


Daltonismo 

Portadora reconhecida 


u Cromossomo Y e 
j transmitido com 
w probabilidade de Vz. 


4 P(IV-4 ser daltonico) = 
Vz x Vz = Va 


Fig. S.IO ■ Analise de um heredograma mostrando a segregagao 
do daltonismo ligado ao X. 


cepgao defeituosa da luz vermelha e verde, segue um padrao 
de heranga ligada ao X. Cerca de 5 a 10% dos homens tern 
daltonismo vermelho-verde; entretanto, uma fragao muito 
menor de mulheres, menos de 1 por cento, tern esta inca- 
pacidade, sugerindo que os alelos mutantes sao recessivos. 
Estudos moleculares mostraram que existem dois genes dis- 
tintos para percepgao de cor no cromossomo X; um codifica 
o receptor para luz verde e o outro codifica o receptor para 
luz vermelha. Analises detalhadas demonstraram que estes 
dois receptores sao estruturalmente muito similares, prova- 
velmente porque os genes que os codificam evoluiram de um 
gene ancestral para receptor de cor. Um terceiro gene para 
percepgao de cor, o que codifica o receptor para luz azul, esta 
situado em um autossomo. 

Na Fig. 5.10, o daltonismo e usado para ilustrar os pro- 
cedimentos destinados a calcular o risco de herdar uma con- 
digao recessiva ligada ao X. Um portador heterozigoto, tal 
como III-4 na figura, tern uma chance de 1/2 de transmitir 
o alelo mutante para seus filhos. Entretanto, o risco de que 
um determinado filho seja daltonico e de apenas 1/4, pois a 
crianga teria de ser um menino para manifestar a caracterfs- 
tica. A mulher indicada como TV-2 no heredograma poderia 
ser uma portadora do alelo mutante para daltonismo porque 
sua mae era. Essa incerteza sobre o genotipo de IV-2 intro- 
duz um outro fator de 1/2 no risco de ter um filho daltonico. 
Assim, o risco para seu filho e de 1/4 x 1/2 = 1/8. 


Genes no Cromossomo Y Humano 

O Projeto do Genoma Humano identificou cerca de 250 ge¬ 
nes no cromossomo Y humano. Por comparagao, ele identi¬ 
ficou mais de 1.000 genes no cromossomo X humano. Antes 
do trabalho do Projeto do Genoma Humano, pouco se sabia 
sobre a constituigao genetica do cromossomo Y. Apenas um 
punhado de caracterfsticas ligadas ao Y haviam sido detecta- 
das, muito embora a transmissao de pai para filho deva facili- 
tar a identificagao na analise convencional de heredogramas. 


Os resultados do Projeto do Genoma Humano deram uma 
explicagao possfvel para a aparente falta de caracterfsticas 
ligadas ao Y. Varios genes no cromossomo Y humano pa- 
recem ser necessarios para a fertilidade masculina. Obvia- 
mente, uma mutagao em tal gene ira interferir na capaci- 
dade de um homem de reproduzir. Assim, essa mutagao tera 
pouca ou nenhuma chance de ser transmitida para a geragao 
seguinte. 

Genes nos Cromossomos X e Y Humanos 

Alguns genes estao presentes tanto nos cromossomos X 
quanto Y, principalmente perto das pontas dos bragos curtos 
(veja Fig. 5.2). Os alelos desses genes nao seguem um pa¬ 
drao distinto ligado ao X ou ao Y de heranga. Em vez disso, 
eles sao transmitidos de maes e pais igualmente para filhos 
e filhas, mimetizando a heranga de um gene autossomico. 
Tais genes sao chamados portanto de pseudo-autossomi- 
cos. Em homens, as regioes que contem tais genes parecem 
mediar o pareamento entre os cromossomos X e Y. 

mm P0NT0SIMP0RTANTES 

■ Disturbios tais como hemofilia e daltonismo, que sao causados 
por mutagoes recessivas ligadas ao X, sao mais comuns em ho¬ 
mens do que em mulheres. 

■ Em humanos, o cromossomo Y leva menos genes do que o cro¬ 
mossomo X. 

■ Em humanos, os genes pseudo-autossomicos estao situados 
tanto no cromossomo X quanto no Y. 


CROMOSSOMOS SEXUAIS E 
DETERMINADO DO SEX0 

Em alguns organismos, os cromossomos, em particular 
os cromossomos sexuais, determinam os fenotipos 
masculino e feminino. 

No reino animal, o sexo e talvez o fenotipo mais cons- 
pfcuo. Os animais com machos e femeas distintos sao sexual- 
mente dimorficos. As vezes, esse dimorfismo e estabelecido 
por fa tores ambientais. Em uma especie de tartarugas, por 
exemplo, o sexo e determinado pela temperatura. Ovos que 
foram incubados acima de 30°C desenvolvem-se em femeas, 
enquanto ovos que foram incubados em temperatura mais 
baixa desenvolvem-se em machos. Em muitas outras espe- 
cies, o dimorfismo sexual e estabelecido por fatores geneti- 
cos, em geral envolvendo um par de cromossomos sexuais. 


Determinado do Sexo em Seres Humanos 

A descoberta de que mulheres sao XX e homens sao XY 
sugeriu que o sexo deveria ser determinado pelo numero de 
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[NFOQUE JECNICO: Hemofilia 

Existem dois tipos principals de hemofilia. A forma classica da 
doenqa e a hemofilia A, as vezes chamada “hemofilia real” porque 
ocorreu nos descendentes da rainha Victoria. A outra forma e a he¬ 
mofilia B, as vezes chamada “doenqa de Christmas” porque foi pri- 
meiro observada em um paciente chamado de Stephen Christmas. 
Embora ambos os tipos de hemofilia sejam ligados ao X, eles sao 
causados por muta<;des em genes diferentes no cromossomo X. A 
hemofilia A contribui com cerca de 80% de todos os casos de he¬ 
mofilia ligada ao X. 

Ambos os tipos de hemofilia resultam de defeitos na coagu- 
laqao sanguinea - a cascata de rea^des que causa coagulaqao do 
sangue no local de uma ferida. Uma versao simplificada de parte 
desta via e mostrada na Fig. 1. Pessoas com hemofilia A sao defi- 
cientes de uma proteina da coagulaqao sanguinea chamada fator 
VIII. Pessoas com hemofilia B tern deficiencia de uma proteina 
diferente da coagulaqao sanguinea, o fator IX. Cada uma destas 
proteinas e codificada por um gene diferente. Quando qualquer 
um dos genes sofre muta<;ao, a proteina codificada esta ausente 
ou e defeituosa, e o sangue nao coagula normalmente. 

A pesquisa que revelou a base bioquimica da hemofilia sugere 
que os hemofilicos possam ser tratados por transfusoes com os 
fatores da coagula<;ao ausentes. Comeqando nos anos 1960, as pro- 
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teinas de coagulaqao foram purificadas do sangue obtido de um 
grande numero de doadores e administradas a hemofilicos de forma 
concentrada. Este processo era caro, e os fatores concentrados em 
geral nao estavam disponiveis para hemofilicos em muitos paises. 
Felizmente, avanqos na engenharia genetica forneceram meios mais 
simples, mais baratos e mais confiaveis de obter os fatores cruciais 
da coagulaqao. Os genes normais que codificam os fatores VIII e IX 
foram isolados de amostras de DNA, e cada gene foi introduzido 
nas celulas que podiam ser cultivadas no laboratorio. Linhagens 
celulares capazes de sintetizar grandes quantidades de fatores da 
coagula<;ao foram entao desenvolvidas a partir dessas culturas para 
permitir a produ^ao industrial de cada fator. Como resultado desse 
trabalho, os fatores VIII e IX hoje estao prontamente disponiveis 
para tratar pessoas que sofrem de hemofilia. 

O uso de fatores da coagulaqao produzidos nas celulas cultiva¬ 
das tambem tornou o tratamento da hemofilia mais seguro do que 
era. Durante os anos 1980, muitas pessoas com hemofilia desen- 
vo.lveram a sindrome da imunodeficiencia adquirida. AIDS, porque 
receberam fatores da coagulagao que haviam sido colhidos de do¬ 
adores de sangue. As doa^oes de sangue eram acumuladas para se 
obter os fatores da coagulagao em quantidade, e parte do sangue 
estava contaminada com o virus da imunodeficiencia humana (HIV), 
que causa AIDS. Pacientes com hemofilia que receberam fatores da 
coagulaqao obtidos de sangue contaminado tornaram-se infecta- 
dos com HIV e desenvolveram AIDS. A maioria deles morreu. Hoje 
em dia, como os fatores da coagula^ao sao produzidos em celulas 
cultivadas, as pessoas com hemofilia nao estao em risco de ser in- 
fectadas pelo HIV quando recebem seus tratamentos. 



Fig. 1 ■ Via simplificada de coagulaqao sanguinea em humanos. A cascata e ativada por dano celular em um local ferido. Cada fator e o 
produto de um gene especifico. Em cada etapa da via, um fator e convertido em sua forma ativa (indicada pela letra a), que entao ativa o 
fator seguinte na via. Alguns fatores, tais como o fator VIII, participam da ativa<;ao de outros fatores sem uma ativa<;ao previa. Nas ultimas 
duas etapas da via, os fatores pro-trombina e fibrinogenio sao convertidos em suas formas ativas trombina e fibrina, respectivamente. Longos 
filamentos de fibrina estabilizam coagulos sanguineos envolvendo celulas chamadas plaquetas (foto acima). A ausencia de fatores VIII e 
IX em pessoas com hemofilia A e B, respectivamente, bloqueia o processo de coagulaqao antes da forma^ao de fibrina, o que resulta em 
sangramento excessivo ou hemorragia por um corte ou machucado. 
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Q 0 fator determinante de 
testiculo (TDF) e produzido 
por um gene no cromossomo Y. 
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A falta de TDF faz 
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das gonadas 
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Na ausencia de 
testosterona, o 
embriao desenvoive 
caracteristicas femininas. \ r 


Gonadas 

diferenciadas 


V 



TDF induz a medula das 
gonadas embrionarias a 
se desenvolver em testiculos. 



V 


Os testiculos produzem 
testosterona, um hormonio 
que inicia o desenvolvimento 
de caracteristicas sexuais 
masculinas. 


Caracteristicas sexuais femininas Caracteristicas sexuais masculinas 


Fig. 5.11 ■ O processo 
de determinate) do sexo 
em seres humanos. O 
desenvolvimento sexual 
masculino depende 
da produgao do fator 
determinante do sexo (TDF) 
por um gene no cromossomo 
Y. Na ausencia deste fator, o 
embriao se desenvoive como 
mulher. 


cromossomos X ou pela presenga ou ausencia de um cro¬ 
mossomo Y. Como sabemos agora, a segunda hipotese e a 
correta. Em humanos e outros mamiferos placentarios, o 
sexo masculino e devido a um efeito dominante do cromos¬ 
somo Y (Fig. 5.11). A evidencia deste fato vem do estudo de 
pessoas com um numero anormal de cromossomos sexuais. 
Animais XO desenvolvem-se em femeas e animais XXY de- 
senvolvem-se em machos. O efeito dominante do cromos¬ 
somo Y manifesta-se cedo no desenvolvimento, quando ele 
direciona as gonadas primordiais para se desenvolverem em 
testiculos. Uma vez formados os testiculos, eles secretam 
testosterona, um hormonio que estimula o desenvolvimento 
das caracteristicas sexuais secundarias masculinas. 

Pesquisadores mostraram que o fator determinante de 
testiculos (TDF) e o produto de um gene chamado SRY 
(de sex-determining region F), que esta situado fora da re- 
giao pseudo-autossomica no brago curto do cromossomo Y. 
A descoberta do SRY foi possivel pela identificacao de indivi- 
duos incomuns cujo sexo era inconsistente com sua constitui- 
gao cromossomica - homens XX e mulheres XY (Fig. 5.12). 
Foi observado que alguns dos homens XX tern um pequeno 
trecho do cromossomo Y inserido em um dos cromossomos 
X. Esse trecho evidentemente tinha um gene responsavel 
pelo desenvolvimento masculino. Foi descoberto que algu- 
mas mulheres XY tern um cromossomo Y incompleto. A 


parte do cromossomo Y que estava faltando corresponds 
ao pedago que estava presente nos homens XX; sua ausencia 
nas mulheres XY aparentemente as impediu de desenvolver 
testiculos. Tais linhas de evidencia complementares mos¬ 
traram que um determinado segmento do cromossomo Y 
era necessario para o desenvolvimento masculino. Analises 
moleculares subseqiientemente identificaram o gene SRY 
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Femea XY 


Fig. 5.12 ■ Evidencia da localizagao do gene para o fator determinante 
de testiculo (TDF) no brago curto do cromossomo Y em homens 
normais. TDF e o produto do gene SRY. Em homens XX, uma pequena 
regiao contendo este gene foi inserida em um dos cromossomos X e, 
em mulheres XY, ele foi deletado do cromossomo Y. 
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nesse segmento determinante do sexo masculino. Pesquisas 
adicionais mostraram que um gene SRY esta presente no 
cromossomo Y do camundongo e que, como o gene SRY 
humano, ele especifica o desenvolvimento masculino. 

Apos terem si do formados os testiculos, a secregao de 
testosterona inicia o desenvolvimento das caracterfsticas se- 
xuais masculinas. A testosterona e um hormonio que se liga 
a receptores em muitos tipos de celulas. Uma vez ligado, 
o complexo hormonio-receptor transmite um sinal para o 
nucleo, instruindo a celula sobre a maneira como se dife- 
renciar. A diferenciagao con junta de muitos tipos de celulas 
promove o desenvolvimento de caracterfsticas masculinas 
distintas tais como musculatura forte, barba e voz grossa. 
Se o sistema de sinalizagao de testosterona falha, estas ca¬ 
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(b) Macho com mutacao tfm e feminizacao testicular. 


Fig. 5.13 ■ Feminizagao testicular, uma condigao causada por uma 
mutagao ligada ao X, tfm, que impede a produgao do receptor de 
testosterona. 


racterfsticas nao aparecem e a pessoa se desenvolve como 
mulher. Um motivo para a falha consiste em incapacidade 
de produzir o receptor de testosterona (Fig. 5.13). Indivf- 
duos XY com esta deficiencia bioqufmica inicialmente se de¬ 
sen volvem de modo masculino - sao formados os testiculos 
e e produzida testosterona. Entretanto, a testosterona nao 
exerce efeito porque nao pode transmitir o sinal relacionado 
a desenvolvimento em suas celulas alvos. As pessoas sem o 
receptor de testosterona adquirem, portanto, caracterfsticas 
sexuais femininas. Entretanto, elas nao desenvolvem ovarios 
e conseqiientemente sao estereis. Esta sfndrome, chamada 
feminizagao testicular, resulta de uma mutagao em um 
gene ligado ao X, Tfm , que codifica o receptor de testoste¬ 
rona. A mutagao tfm e transmitida pelas maes para sua prole 
hemizigota XY (que sao fenotipicamente femeas) em um pa- 
drao tfpico ligado ao X. 


Determinate) do Sexo em Drosophila 

O cromossomo Y em Drosophila , ao contrario do cromos¬ 
somo Y em humanos, nao desempenha papel na determina- 
gao do sexo. Em vez disso, o sexo da mosca e determinado 
pela proporgao entre cromossomos X e autossomos. Este 
mecanismo foi primeiro demonstrado por Bridges em 1921 
por meio de uma analise de moscas com constituigoes cro- 
mossomicas incomuns. 

Moscas diploides normais tern um par de cromossomos 
sexuais, seja XX ou XY, e tres pares de autossomos, geral- 
mente representados como AA. Aqui, cada A representa um 
conjunto haploide de autossomos. Em experiments com- 
plexos, Bridges obteve moscas com numeros anormais de 
cromossomos (Quadro 5.2). Ele observou que, quando a 
proporgao de X para A era de 1,0 ou maior, a mosca era fe- 
mea e, sempre que era de 0,5 ou menor, a mosca era macho. 
As femeas com uma proporgao X:A entre 0,5 e 1,0 desen- 
volviam caracterfsticas de ambos os sexos. Assim, Bridges 


QUADRO 5.2 


Proporgao de Cromossomos X para Autossomos e o Fenotipo 
Correspondente em Drosophila 
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as chamou de mtersexos. Em nenhuma dessas moscas o cro- 
mossomo Y teve qualquer efeito no fenotipo sexual. Ele era 
entretanto, necessario para a fertilidade masculina. Os deta¬ 
il 5 moleculares da determina ? ao do sexo em Drosophila sao 
discutidos nos Caps. 21 e 22. 

Determinate) do Sexo em Outros Animais 

Tamo em Drosophila quanto em seres humanos, os machos 
produzem dois Opos de gametas, portadores de X e porta- 
t ore> e . or este motivo, eles sao chamados de sexo he- 
terogarnetico. Nestas especies, as femeas sao o sexo homo- 
gamenco. Em aves, borboletas e alguns repteis, tal situacao 
e reveroda (Fig. 5.14). Os machos sao homogameticos (geral- 
mente representados por Z2) e as femeas sao heterogameticas 
( U ). Entretanto, pouco se sabe sobre o mecanismo de de- 
teimmacao do sexo no sistema de sexo cromossomico Z-W. 

m abelhas, o sexo e determinado pelo animal ser ha- 
ploide ou diploide (Fig. 5.15). Embrioes diploides, que se 
desenvolvem de zigotos, tornam-se femeas; embrioes ha- 
ploides, que se desenvolveram de ovos nao fertilizados 
tornam-se machos. Se determinada femea se desenvolve ou 
nao em uma forma reprodutiva (a rainha) depende de como 
ela foi ahmentada quando larva. Neste sistema, uma rainha 
pode controlar a proporcao de machos e femeas regulando 
a proporcao de ovos nao fertilizados que ela poe. Como esse 
numero e pequeno, a maioria da prole e de femeas, em- 
bora estereis, que servem como operarias na colmeia. Em 
urn sistema haplo-diplo de determinagao sexual, os ovos sao 
produzidos por meiose na rainha e os espermatozoides por 
mitose n ° ?. ia . C . j’ ^ ste s ' stema garante que os zigotos terao 
o numero diploide de cromossomos e que os nao fertilizados 
terao o numero haploide. 

Algumas vespas tern o metodo de determina 9 ao sexual 
haplo-diplo. Nestas especies, machos diploides as vezes sao 
produzidos, mas eles sao sempre estereis. Analise genetica 
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Fig. 5.15 


Determinate) do sexo em abelhas. As femeas, que sao 
derivadas de ovocitos fertilizados, sao diploides e os machos, que 
sao derivados de ovocitos nao fertilizados, sao haploides 
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detalhada em uma especie, Broom hebetor, indicou que os 
machos diploides sao homozigotos para o locus de determi¬ 
nate do sexo, chamado X. Femeas diploides sao sempre 
heterozigotas para este locus. Evidentemente, o locus do sexo 
em Bracon tem muitos alelos. Cruzamentos entre machos 
e emeas nao aparentados quase sempre produzem femeas 
ip ok es teterozigotas. Entretanto, quando os parceiros sao 
aparentados, ha uma chance apreciavel de que sua prole seja 
omozigota para o locus do sexo, em cujo caso havera o de- 
senvolvimento de machos estereis. 

mm PONTOS IMPORTANTES 

* hUma c n °"' ° L Sexo « determinado por um efeito dominante 
o gene SRY sobre o cromossomo Y; o produto deste gene o 
fator determ,nante de testiculo (TDF), faz com que o embriao 
humano se desenvoiva de modo masculino. 

Em Drosophila, o sexo e determinado pela proporcao entre 
cromossomos X e conjuntos de autossomos (X:A); para X:A < 
0,5, a mosca desenvolve-se como macho, para X:A > 10 ela se 
desenvolve como femea e para 0,5 < X:A < 1,0, ela se desen- 
volve como um intersexo. 

Em abelhas, o sexo e determinado pelo numero de conjuntos 
cromossorrncos; embrioes haploides desenvolvem-se em ma¬ 
chos e embrioes diploides desenvolvem-se em femeas. 


Fig. 5.14 ■ Determinate do sexo em aves. A femea e 
eterogametica (ZW) e o macho e homogametico (ZZ). O sexo da 
prole e determinado por qualquer um dos cromossomos sexuais 
Z ou W, que e transmitido pela femea. 


COMPENSACAO DE DOSE DE GENES 

LIGAD0SA0X 

Mecanismos diferenciais ajustam doses desiguais de 
genes ligados ao X em animais masculinos e femininos. 

O de S envolvimento animal geralmente e sensivel a um 
desequilibrio no numero de genes. Normalmente, cada gene 
esta presente em duas copias. Desvios desta condi 9 ao, seja 
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para cima ou para baixo, podem causar fenotipos anormais 
e por vezes mesmo a morte. E portanto curioso que tantas 
especies devam ter um sistema de determinant) do sexo ba- 
seado em femeas com dois cromossomos X e machos com 
apenas um. Nestas especies, de que maneira e acomodada 
a diferenga numerica de genes ligados ao X? A priori, tres 
mecanismos podem compensar esta diferenca: (1) cada gene 
ligado ao X poderia funcionar em dobro tanto em machos 
como nas femeas ou (2) uma copia de cada gene ligado ao X 
poderia ser inativada em femeas ou (3) cada gene ligado ao 
X poderia funcionar com a metade da intensidade tanto em 
femeas como em machos. Amplas pesquisas mostraram que 
todos os tres mecanismos sao usados, o primeiro em Droso¬ 
phila, o segundo em mamfferos e o terceiro no nematodeo 
Caenorhabditis elegans. Tais mecanismos sao discutidos em 
detalhe no Cap. 21. Aqui damos breves describes dos siste- 
mas de compensayao de dose em Drosophila e mamfferos. 


Hiperativa^ao de Genes Ligados ao X em 
Machos de Drosophila 

Em Drosophila , a compensa^ao de dose de genes ligados ao 
X e ativada por um aumento na atividade desses genes em 
machos. Este fenomeno, chamado hiperativagao, envolve 
um complexo de protefnas diferentes que se liga a muitos 
sftios no cromossomo X em machos e dispara uma atividade 
genica duplicada (veja Cap. 21). Quando este complexo pro- 
teico nao se liga, como no caso de femeas, a hiperativagao 
de genes ligados ao X nao ocorre. Deste modo, a atividade 
total de genes ligados ao X em machos e femeas e aproxima- 
damente igualada. 


Inativagao de Genes Ligados ao X em 
Femeas de Mamiferos 

Em mamfferos placentarios, a compensagao de dose de ge¬ 
nes ligados ao X e obtida pela inativagao de um dos cro¬ 
mossomos X das femeas (Fig. 5.16). Este mecanismo foi pri¬ 
meiro proposto em 1961 pela geneticista inglesa Maiy Lyon, 
que o deduziu de seus estudos em camundongos. Pesquisas 
subseqlientes por Lyon e outros mostraram que o evento 
de inativagao ocorre quando o embriao de camundongo 
consiste em alguns milhares de celulas. Nessa epoca, cada 
celula toma uma decisao independente em silenciar um de 
seus cromossomos X. O cromossomo a ser inativado e es- 
colhido aleatoriamente. Entretanto, uma vez escolhido, ele 
permanece inativado em todas as celulas descendentes desta. 
Assim, as femeas de mamiferos sao mosaicos geneticos 
contendo dois tipos de linhagens celulares. O cromossomo 
X herdado maternamente e inativado em cerca de metade 
destas celulas, e o X herdado paternamente e inativado na 
outra metade. Uma femea que e heterozigota para um gene 
ligado ao X e portanto capaz de apresentar dois fenotipos 
diferentes. 
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Ovocitogenese 
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feminina 
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Fig. 5.16 ■ Inativagao do cromossomo X em mamiferos. Um 
dos cromossomos X em femeas XX e inativado em cada celula 
do embriao inicial. Na linhagem germinativa, os cromossomos 
X inativados sao subsequentemente reativados durante a 
ovocitogenese. 


Um dos melhores exemplos deste mosaicismo fenotfpico 
vein do estudo de coloragao da pelagem em gatos e camun¬ 
dongos (Fig. 5.17). Em ambas estas especies, o cromossomo 
X leva um gene para pigmentagao da pelagem. As femeas he- 
terozigotas para alelos diferentes deste gene mostram areas 
de pelagem clara e escura. As areas claras expressam um alelo 
e as areas escuras expressam o outro. Em gatos, em que um 
alelo produz pigmento preto e o outro produz pigmento la- 
ranja, este fenotipo malhado e chamado de tortoiseshell. Cada 
area de pelagem define um clone de celulas produtoras de 
pigmento, ou melanocitos, que foram derivadas por mitose 
de uma celula precursora presente na epoca de inativagao do 
cromossomo X. 

Um cromossomo X que foi inativado nao se parece com 
outros cromossomos ou age como tais. Analises qufmicas 
mostram que seu DNA e modificado pela adigao de varios 
grupos media. Alem disso, ele se condensa em uma estru- 
tura de coloragao escura chamada corpusculo de Barr (Fig. 
5.18), em homenagem ao geneticista canadense Murray Barr, 
que primeiro o observou. Esta estrutura torna-se ligada a 
face interna da membrana nuclear, onde se replica ao final 
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UM ^AR (0 NA (jENETKA: A Sala das Moscas de Morgan 

drosophila fda Dalavra prpoa «_• • 


orvalho”) conZtet^* ^ qU6 Sign ' fica “ apreciadora de 

orvalho J consiste em um grande numero de especies sendo a mais 

a a iwtoK***. Esta^specie^oi descrrta 
'“ ™ de do s f' j(o d “«"ovs sob o nome de D. ampebphllia um 
e que significa apreciadora de vinhedos” Apos ser estabele- 

wra Dm°/ Um an ' mal experimental ’ D - arn pelophilia foi renomeada 
para a meloHogaster, que quer dizer “barriga preta” 

Drosophila°na ^° rth parece ter sid o a primeira pessoa a cultivar 
Drosophila no laboratory. Foi com Woodworth que W E Cas- 

v ntaT Pr °, eSSOr ^ ZOOl ° 8ia da Harvard University, aprendeu as 
r t , gen ^. e usar este animal como um organismo experimental 

varto^X^ 0 " 0 3 T R M ° rgan ’ qUe COm ^° U a ~l«-‘ 

, Seu inte ‘? s f trabalho com as Drosophila, o laboratory 

a ‘SalaTs M w 3 Universit X tornou-se conhecido como 
Sala das Moscas (veja Fig. 1). Varies estudantes trabalharam 
neste laboratory de 1910 ate iqya ^ \ rraoainaram 

C11 _ aTe o ano em que Morgan (evou 

a pesquisa para o California Institute of Technology 8 Os mais 

te^°t° S w StUdanteS de M ° rgan eram Calvin Bridges. Alfred Stur- 
ant e Hermann Muller. Bridges forneceu a prova da Teoria Cro- 
mossomica da Hereditariedade, Sturtevant produziu o primeiro 

ood P m Cr0m °? m ! 1 CO d ° mund ° 6 Muller desc °briu que nSitacoes 

T JUZ,daS P °' ™° s X - E!,e ‘ pesquisadores°de 

genetica classica. De fato, William Bateson comentou que “nem 
smo o mats cetico dos leitores examinaria o trabalho de Droso- 
fn S T S T r admira ? ao pe >° ze lo e penetraqao com a quaTet 
I:™""? 6 PSla amp ' a extensao do conhecimento genetico 
ao qual ele levou, mais longe do que qualquer outra linhfde tra 

6 p ° S propnos exp erimentos de Mendel ” 1 

Em 1939 Morgan recordou os primeiros dias na Sala das Moscas: 

Nao era incomum para n6s seis traba|har 

o unico espaqo a nossa disposiqao. Eram dias em que bananas' 

sa a mu- ada K COm ° a ' iment ° daS m ° 5Cas 6 «nto da 

a lo«a ne anaS 6m ® eral 6StaVam disponfveis - u m auxiliar 
mZT P . Sq , U u aS qUe ' nteressava d e outro modo a outros 
Xe°i at6r '° C ° mo nao havia incubadoras. uma 

bl ato nue 05 6 Um T Cad ° dnham ' ampadaS e um termostato 
ba ato que as vezes funcionava mal, com consequente perda 

X ° USO de ga -fe d e leite entrou bem cedo no 

programa, mas n se sabja dg ^ vjnham ^ 

oi mencionado... Nossa proximidade uns dos outros levou 
a uma cooperaqao em tudo que ocorria. 2 

“Havfum^T eStUdam , e de Morgan - Alfred Sturtevant, notou que 

surgi cad no^a H- 3 * ^ ^ daS m0SCas ' A med ' da que 

Zntl , d 3 e ' a ° u resultado ' eles eram discutidos livre- 

nte pelo grupo. O entusiasmo de usar drosofilas como um 

da! MoTcas^comr 6 ^ 1 6 ° Cole 8 uismo intelectual criado na Sala 
das Moscas comb,navam-se para estimular a pesquisa. O rapido 



44?536°543 W ’ ^ ^ meCan ' Sm of Me ndelian heredity (a review). Science 

H M eZ n y slsss 939 - ^in B. Bridges."^, of 

Sturtevant, A. H. 1965. A History of Genetics. Harper and Row, New York, p. 49. 


Fig. \ m T. H. Morgan em seu laboratory na Columbia University. 

onnZT° 6 anal ' Se de n ° VaS muta ? 6es tornaram a Drosophila o 
P pal organismo para a genetica experimental. 

d nvr? ° S dlas da Sala das M °scas, as pesquisas com Drosophila 
desenvolveram-se em uma tarefa mundial. Centenas de laborato 
nos diferentes atualmente estao investigando os genes e os cro- 
mossomos deste animal. Nos EUA, um grande centro de eSoque 
antem culturas de moscas mutantes para distribuiqao a pesqui- 
ores interessados, e a cada ano pesquisadores de Drosophila se 

StTdorde enCOntr ° intemacional de cinco dia ^ para discutir os 
resultados de suas pesquisas. Tipicamente, mais de uma centena 

de pessoas comparecem a esse encontro anual. Em 1992 em um 

ToT°Z Phi,adelphia ’ foi elaborad ° um compendio sabre os 
f n an | OS , depes q ulsa em Drosophila. Esse volume com 1.133 paginas 

de 4 000 O ^ e es r°T ° fDrOS °P Ma ™l™ogaster,< descreve mais 
osti H-° g As ,nforma Coes sobre os genes de Drosophila hoje 
estao disponiveis em um banco de dados eletronico regularmente 

at / .' zado ’ chamad o FlyBase, que esta acessivel na Internet pela 

tro°em P*S2 (http ,^ www ' f| y base - org/ ). Em 2000, no encon- 

cia do DNA na^V 01 ° b ^ ° d ° pro i eto sobre a seqiien- 

do DNA para a maioria do genoma de Drosophila ; 120 milhoes 

sados r uX a H eS C ° nStitUind ° 13 601 genes ^^ados foram anali- 
sados, um legado que certamente faria feliz T. H. Morgan. 

QUESTOES PARA DISCUSSOES 

l ’ ?ZZ h A° melan °Z aster foi a p nmeira especie a tornar-se es- 
belecida como organismo “modelo” para pesquisa genetica 
utros orgamsmos de reinos biologicos diferentes foram entao 
3 es,e Quab « »,„„ gsns . desva n “° 

gens de concentrar a pesquisa em organismos "modelos”? 

2. A Sala das Moscas de Morgan demonstrou o poder do trabalho 
em equipe em pesquisas cientfficas e estabeleceu um padrao 
para a o r ganiz a qaol aborator|a| que muitos cientistas seguiram 
estudantes trabalhando com um “pesquisador principal” para 
estudar aspectos diferentes de um problema de pesquisa. Quais 
os benefices e as desvantagens em fazer uma pesquisa deste 

dDa1°e d QUa ' S Sa ° as , responsabilidades de um pesquisador prin¬ 
cipal e de seus estudantes em uma equipe de pesquisa? 

\mdsley, D. L. e G. G. Zimm. 1992. The Genome of Drosophila melanogaster 
Academic Press, New York. meianogaster. 
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Fig. 5.17 ■ Mosaicos de cor resultantes de inativagao do cromossomo X em femeas de mamiferos. (a) Formagao de clones de celulas em 
um embriao de gato que produzem manchas diferentes na pelagem do adulto. ( b ) Um gato tortoiseshell. Esta femea e heterozigota para um 
gene de cor de pelagem ligado ao X. As manchas laranja e pretas sao devidas a inativagao de alelos diferentes nas celulas produtoras de 
pigmento do corpo. 



Fig. 5.18 ■ Corpusculo de Barr em uma celula humana feminina 
corado com cresil violeta. 


do perfodo de replicagao dos demais cromossomos da celula. 
O cromossomo X inativado permanece neste estado alte- 
rado em todos os tecidos somaticos. Entretanto, nos tecidos 
germinativos ele e reativado, talvez porque sao necessarias 
duas copias de algains genes ligados ao X para o termino 


Exercicios Basicos 

1. Um macho mutante de Drosophila com olhos cor-de-ameixa foi 
cruzado com uma femea tipo selvagem com olhos vermelhos. 
Toda a prole de Fj de ambos os sexos tern olhos vermelhos. 
Quando essa prole foi entrecruzada, foram produzidas tres 
classes diferentes de moscas da F?: femeas com olhos verme¬ 
lhos, machos com olhos vermelhos e machos com olhos cor- 
de-ameixa. Os machos e femeas eram igualmente freqiientes na 
F 2 , e, entre os machos, as duas cores de olhos eram igualmente 


bem-sucedido da ovocitogenese. O mecanismo molecular de 
inativagao do X e discutido no Cap. 21. 

Estudos citologicos identificaram seres humanos com 
mais de dois cromossomos X (veja Cap. 6). Na maior parte, 
essas pessoas sao mulheres normais do ponto de vista feno- 
tfpico, aparentemente porque todos os cromossomos X ex- 
ceto um sao inativados. Geralmente, todos os X inativados 
transformam-se em corpusculos de Barr. Estas observacoes 
sugerem que as celulas podem ter uma quantidade limi- 
tada de algum fator necessario para evitar inativagao do X. 
Uma vez que este fator tenha sido usado para manter um 
cromossomo X ativo, todos os outros sofrem o processo de 
inativagao.* 

mm PONTOSIMPORTANTES 

■ Em Drosophila, a compensagao de dose para genes ligados ao 
X e obtida por hiperativagao do unico cromossomo X em ma¬ 
chos. 

■ Em mamiferos, a compensagao de dose para genes ligados ao 
X e obtida por inativagao de um dos dois cromossomos X nas 
femeas. 


*N.T.: L. Russell demonstrou que a inativagao do X nao atinge todos os 
genes, oil seja, nao e total. 


freqiientes. Estes resultados sugerem que a mutagao prune esta 
no cromossomo X? 

Resposta: Os resultados destes cruzamentos sao consistentes 
com a hipotese de que a mutagao prune esta no cromossomo X. 
De acordo com esta hipotese, o macho do primeiro cruzamento 
deve ter sido hemizigoto para a mutagao prune. Esse cruzamento 
deve ter sido homozigoto para o alelo tipo selvagem do gene 
prune. Entre a Fi, as filhas devem ter sido heterozigotas para 


llustram a analise genetica basica. 
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Tecnicas citologicas 

Poliploidia 

Aneuploidia 

Rearranjos da estrutura do cromossomo 


Cromossomos, agriculture 
e civilizagao 

O cultivo de trigo surgiu ha cerca de 10.000 anos no Oriente Me¬ 
dio. Hoje, o trigo e o principal produto agricola para mais de um 
bilhao de pessoas. E cultivado em diversos ambientes, desde a No- 
ruega ate a Argentina. Desenvolveram-se mais de 17.000 varieda- 
des, cada uma delas adaptada a uma regiao diferente.A produgao 
mundial de trigo e de 60 milhoes de toneladas anuais, o que repre- 
senta mais de 20% das calorias consumidas por toda a populagao 
humana. Sem duvida, o trigo e um produto agricola importante e, 
segundo alguns, um sustentaculo da civilizagao. 

O trigo cultivado atualmente, Triticum aestivum, e um hibrido 
de no minirno tres especies diferentes. Originou-se de gramineas 
de baixo rendimento que cresciam na Siria, no Ira, no Iraque e na 
Turquia. Aparentemente, algumas dessas gramineas eram cultiva- 
das por povos antigos dessa regiao. Embora nao conhegamos o 
curso exato dos acontecimentos, parece ter havido um intercru- 
zamento de duas dessas gramineas, produzindo uma especie que 
se destacou como planta de cultura. Gragas ao cultivo humano, 
essa especie hibrida passou por melhoramento seletivo e tambem 
foi intercruzada com uma terceira especie, produzindo um hibrido 
triplo, ainda mais adequado para a agricultura. O trigo moderno e 
descendente dessas plantas hibridas triplas. 


O que tornou os trigos triplos-hibridos tao superiores a seus 
ancestrais? Eles tinham graos maiores, cresciam em condigoes 
mais variadas e a colheita era mais facil. Agora compreendemos a 
base cromossomica desses aperfeigoamentos. O trigo triplo-hibri- 
do contem os cromossomos de cada progenitor. Geneticamente, e 
uma fusao dos genomas de tres especies diferentes. 



Campo de trigo. 
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Tecnicas citologicas 

Os geneticistas usam corantes para identificar cromosso- 
mos especi'ficos e analisar suas estruturas. 

Os geneticistas estudam o numero e a estrutura dos cro¬ 
mossomos por coloracao das celulas em divisao com de- 
terminados corantes, seguida por exame microscopico. A 
analise de cromossomos corados e a principal atividade 
da especialidade chamada citogenetica. 

A citogenetica originou-se da pesquisa de varios bio¬ 
logos europeus do seculo 20 que descobriram os cro¬ 
mossomos e observaram seu comportamento durante a 
mitose, a meiose e a fertilizagao. Essa pesquisa prosperou 
durante o seculo 20, com o surgimento de microscopios 
aperfeigoados e de melhores procedimentos de preparo 
e coloragao dos cromossomos. A demonstragao de que 
os genes estao localizados nos cromossomos fomentou 
o interesse nessa pesquisa e levou a importantes estudos 
sobre o numero e a estrutura dos cromossomos. Hoje, ha 
aplicagao de importantes conhecimentos citogeneticos, 
principalmente na medicina, em que sao usados para 
identificar a associagao entre doengas e anormalidades 
cromossomicas. 

anAlise de cromossomos 

MITOTICOS 

Os pesquisadores empregam celulas em divisao, geral- 
mente no meio da mitose, na maioria das analises cito¬ 
logicas. Para aumentar o numero de celulas nesse esta- 
gio, costumavam usar material em crescimento, como 
embrioes de animais e extremidades das raizes dos vege- 
tais. O desenvolvimento de tecnicas de cultura celular, 
porem, tornou possfvel estudar cromossomos em outros 
tipos de celulas (Figura 6.1). Por exemplo, leucocitos hu- 
manos podem ser coletados do sangue periferico, sepa- 
rados das hemacias - que nao se dividem - e cultivados. 
Em seguida, estimula-se a divisao dos leucocitos por 
tratamento qufmico e, no meio da divisao, prepara-se 
uma amostra das celulas para analise citologica. O pro- 
cedimento habitual e tratar as celulas em divisao com 


uma substancia qufmica que desative o fuso mitotico. 
Essa interference captura os cromossomos em mitose, 
quando e mais facil observa-los. As celulas cuja mitose 
foi interrompida sao imersas em solugao hipotonica, o 
que faz com que absorvam agua por osmose e aumen- 
tem de volume. O conteudo de cada celula e diluido 
pela agua que entra, de maneira que os cromossomos 
se dispersam livremente quando elas sao comprimidas 
sobre uma lamina de microscopio. Essa tecnica facili- 
ta muito a analise subsequente, sobretudo se houver 
grande numero de cromossomos. Durante muitos anos 
acreditou-se erroneamente que as celulas humanas con- 
tinham 48 cromossomos. O numero correto, 46, so foi 
determinado depois do uso da tecnica de aumento do 
volume celular para separar os cromossomos dentro de 
cada celula mitotica. 

Ate o fim da decada de 1960 e infcio da decada de 
1970, as dispersoes cromossomicas geralmente eram co- 
radas com reagente de Feulgen, corante roxo que reage 
com as moleculas de agucar no DNA, ou com acetocar- 
mim, um corante vermelho-escuro. Como esses tipos 
de corantes tingem uniformemente os cromossomos, e 
impossrvel para o pesquisador distinguir um cromosso- 
mo do outro, a menos que os cromossomos sejam muito 
diferentes em tamanho ou nas posigoes de seus centro- 
meros. Atualmente os citogeneticistas usam corantes 
que fazem o tingimento diferencial dos cromossomos 
ao longo de seus comprimentos. A quinacrina, substan¬ 
cia qufmica semelhante ao antimalarico quinina, foi um 
dos primeiros reagentes com maior capacidade de dis- 
criminagao. Os cromossomos corados com quinacrina 
tern um padrao caracterfstico de faixas brilhantes sobre 
fundo escuro. No entanto, como a quinacrina e uma 
substancia fluorescente, as faixas so aparecem quando 
os cromossomos sao expostos a luz ultravioleta (UV). A 
irradiagao ultravioleta faz com que algumas das mole¬ 
culas de quinacrina inseridas no cromossomo emitam 
energia. Partes do cromossomo emitem brilho intenso, 
enquanto outras continuam escuras. Esse padrao de 
faixas brilhantes e escuras e altamente reproduzfvel e 
tambem e especffico de cada cromossomo (Figura 6.2). 
Desse modo, com o bandeamento com quinacrina, os 
citogeneticistas sao capazes de identificar cromosso¬ 
mos especfficos em uma celula e tambem de identificar 
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m FIGURA 6.1 Preparo de celulas para analise citologica. 
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■ FIGURA 6.2 Cromossomos metafasicos da planta Allium carinatum, 
corados com quinacrina. 


anormalidades na estrutura de um cromossomo, por 
exemplo, a ausencia de algumas bandas. 

Tambem foram desenvolvidas excelentes tecnicas de 
coloragao nao fluorescente. A mais popular usa o Giem¬ 
sa , mistura de corantes que recebeu esse nome em ho- 
menagem ao seu inventor, Gustav Giemsa. Assim como 
a quinacrina, o Giemsa cria um padrao reproduzfvel de 
faixas em cada cromossomo (Figura 6.3). Ainda nao esta 
claro por que os cromossomos apresentam faixas quando 
sao corados com quinacrina ou Giemsa. E possrvel que 
esses tipos de corantes reajam preferencialmente com 
determinadas sequencias de DNA ou com as proteinas 
associadas a elas, e que essas sequencias de DNA especi- 
ficas sejam distribufdas de maneira caractenstica dentro 
de cada cromossomo. 

A tecnica mais avangada usada por citogeneticistas 
atualmente e a pintura cromossomica. Essa tecnica cria 
imagens coloridas dos cromossomos pelo tratamen- 
to das dispersoes cromossomicas com fragmentos de 
DNA, isolados e caracterizados em laboratorio, marca- 
dos com corante fluorescente. Esse fragmento pode, 
por exemplo, pertencer a um gene especifico. O frag¬ 
mento do DNA e marcado quimicamente com um co¬ 
rante fluorescente no laboratorio e, depois, aplicado 
aos cromossomos dispersos sobre uma lamina de vidro. 
Em condigoes adequadas, o fragmento de DNA se liga 
ao DNA cromossomico cuja sequencia e complemen- 
tar a dele. Essa ligagao, na verdade, marca o DNA cro¬ 
mossomico com o corante fluorescente presente no 
fragmento de DNA. Em vista da natureza especifica da 
interagao entre o fragmento de DNA e o DNA com- 



B FIGURA 6.3 Cromossomos metafasicos do muntiaco asiatico, ani¬ 
mal semelhante a um veado, corados com Giemsa. 



M FIGURA 6.4 Pintura de cromossomos. Sondas de DNA humano fo¬ 
ram aplicadas a uma dispersao de cromossomos humanos. Cada son- 
da foi marcada com um corante fluorescente de cor diferente (rosa 
ou verde brilhante) para mostrar a localizagao cromossomica das se¬ 
quencias de DNA complementares a essas sondas. O alvo da sonda 
rosa e o DNA no centromero de todos os cromossomos, enquanto 
o alvo da sonda verde brilhante e o DNA de apenas tres pares de 
cromossomos. 


plementar nos cromossomos, geralmente chamamos 
o fragmento de DNA de sonda. Ele busca seu comple¬ 
ment na grande massa de DNA cromossomico de uma 
celula e se liga a ele. Depois da ligagao da sonda, as 
dispersoes cromossomicas sao irradiadas com luz de 
comprimento de onda apropriado. As faixas ou pontos 
de cor observados revelam onde esta localizada a se¬ 
quencia de DNA complementar - o alvo da sonda - nos 
cromossomos. A Figura 6.4 mostra cromossomos huma¬ 
nos analisados por essa tecnica. Os cromossomos foram 
pintados simultaneamente com dois fragmentos dife- 
rentes de DNA humano, cada um deles marcado com 
um corante fluorescente de cor diferente. Um dos frag¬ 
mentos liga-se de maneira inespecifica aos centrome- 
ros de cada cromossomo e, quando estimulado, adqui- 
re cor rosa. O outro fragmento liga-se apenas a alguns 
cromossomos e, quando estimulado, adquire cor verde 
brilhante. Dessa maneira, esses poucos cromossomos 
destacam-se entre todos os cromossomos na dispersao. 
A Figura 2.7 mostra cromossomos humanos pintados 
com uma serie de sondas constituidas de fragmentos de 
DNA humano. Cada par de cromossomos tern um pa¬ 
drao caracteristico de bandas. Assim, essa tecnica torna 
possrvel identificar cada par. 

CARIOTIPO HUMANO 

As celulas humanas diploides contem 46 cromossomos 
- 44 autossomos e dois cromossomos sexuais, que sao 
XX no sexo feminino e XY no sexo masculino. Na me- 
tafase mitotica, todos os 46 cromossomos sao constitui- 
dos de duas cromatides-irmas identicas. Quando co¬ 
rados apropriadamente, cada cromossomo duplicado 
pode ser reconhecido pelo tamanho, formato e padrao 
de bandas. Para analise citologica, as dispersoes meta- 
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□ figura 6.5 Cariotipo corado de um homem para mostrar as bandas de cada cromossomo. Os autossomos sao numerados de 1 a 22. X e Y 


sao os cromossomos sexuais. 


fasicas bem coradas sao fotografadas e, depois, a ima- 
gem de cada cromossomo e recortada, combinada com 
seu parceiro para formar pares homologos, que sao or- 
ganizados em ordem decrescente de tamanho em um 
quadro (Figura 6.5). O maior autossomo e o numero 
1, e o menor e o numero 21. (Por motivos historicos, 
o segundo menor cromossomo foi designado numero 
22.) O cromossomo X tern tamanho intermediary, e o 
cromossomo Y tern aproximadamente o mesmo tama¬ 
nho do cromossomo 22. Esse quadro de cromossomos 
e denominado cariotipo (termo originado do grego que 
significa “nucleo”, em referenda ao conteudo do nu- 
cleo). Um pesquisador experiente pode usar o cario¬ 
tipo para identificar anormalidades do numero e da 
estrutura dos cromossomos. 

Antes das tecnicas de bandeamento e pintura, era di- 
ficil distinguir um cromossomo humano de outro. Os ci- 
togeneticistas so poderiam organizar os cromossomos em 
grupos de acordo com o tamanho, classificando o maior 
como grupo A, o segundo maior como grupo B, e assim 
por diante. Embora tenham reconhecido sete grupos 
diferentes, era quase impossivel identificar um cromos¬ 
somo nesses grupos. Hoje, gramas as tecnicas de bandea¬ 
mento e pintura, e possivel fazer a identificagao rotineira 
de cada cromossomo. As tecnicas de bandeamento e pin¬ 


tura tambem tomaram possivel distinguir cada brago de 
um cromossomo e investigar regioes especificas neles. O 
centromero divide cada cromossomo em bragos longo e 
curto. O brago curto e designado pela letra p (do frances 
petite , que significa “pequeno”) e o brago longo, pela letra 
q (porque sucede o “p” no alfabeto). Assim, por exem- 
plo, um citogeneticista pode se referir especificamente 
ao brago curto do cromossomo escrevendo apenas “5p”. 
Em cada brago, regioes especificas sao designadas por 
numeros, a partir do centromero (Figura 6.6). Assim, no 
brago curto do cromossomo 5, temos a regiao 5pll, mais 
proxima do centromero, seguida pelas regioes 5pl2, 
5pl3, 5pl4 e 5pl5, que e a mais distante do centromero. 
Dentro de cada regiao, cada banda e designada por nu¬ 
meros depois do ponto; por exemplo, 13.1, 13.2 e 13.3 
referem-se as tres bandas que constituem a regiao 5pl3. 
O padrao de bandas no cromossomo e denominado idio- 
grama. 

VARIAgAO CITOGENETICA | 
CONSIDERACOES GERAIS 

Os fenotipos de muitos organismos sao afetados por va- 
riagoes no numero de cromossomos em suas celulas; as 
vezes, ate mesmo alteragoes em parte de um cromossomo 
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H FIGURA 6.6 O idiograma do cromossomo 5 humano. As regioes de 
cada brago sao numeradas consecutivamente a partir do centromere. As 
bandas de cada regiao sao designadas por numeros depois de um ponto. 


podem ser significativas. Essas diferengas numericas ge- 
ralmente sao descritas como variagoes da ploidia do orga- 
nismo (termo de origem grega que significa “vez”, como 
em “duas vezes”). Organismos com conjuntos completos, 
ou normals, de cromossomos sao euploides (do grego, 
“bom” e “vez”). Organismos que tern conjuntos adicio- 
nais de cromossomos sao poliploides (do grego, “muitas” 
e “vezes”), e o nfvel de poliploidia e descrito referindo-se 
a um numero basico de cromossomos, geralmente desig- 
nado por n. Assim, diploides, com dois conjuntos basi- 
cos de cromossomos, tem 2 n cromossomos; os triploides, 
com tres conjuntos, tem 3 tz; os tetraploides, com quatro 
conjuntos, tem 4n; e assim por diante. Os organismos nos 
quais ha deficiencia ou excesso de determinado cromos¬ 
somo, ou segmento de cromossomo, sao aneuploides (do 
grego, “nao”, “bom” e “vez”). Portanto, esses organismos 
sofrem de um desequilibrio genetico especifico. Quanto 
a distingao entre aneuploidia e poliploidia, a aneuploidia 
e uma alteragao numerica em parte do genoma, geral¬ 
mente em um unico cromossomo, enquanto a poliploi¬ 
dia e uma alteragao numerica em um conjunto completo 
de cromossomos. A aneuploidia implica desequilibrio 
genetico, mas a poliploidia, nao. 

Os citogeneticistas tambem catalogaram varios tipos 
de alteragoes estruturais nos cromossomos dos organis¬ 
mos. Por exemplo, um fragmento de um cromossomo 
pode ser fundido a outro cromossomo, ou um segmento 
dentro de um cromossomo pode ser invertido em rela- 
gao ao restante desse cromossomo. Essas alteragoes estru¬ 
turais sao denominadas rearranjos. A segregagao irregu¬ 
lar de alguns rearranjos durante a meiose torna possfvel 
associa-los a aneuploidia. Nas segoes adiante, abordamos 
todas essas variagoes citogeneticas - poliploidia, aneu¬ 
ploidia e rearranjos cromossomicos. 


PONTOS ESSENCIAIS • A analise citogenetica geralmente tem como objeto os cromossomos das celulas em divisao 

• Corantes como a quinacrina e Giemsa criam padroes de bandas uteis na identificagao indivi¬ 
dual dos cromossomos em uma celula 

• O cariotipo apresenta os cromossomos duplicados de uma celula organizados para analise 
citogenetica. 


Poliploidia 


Conjuntos extras de cromossomos podem afetar a apa- 
rencia e a fertilidade de um organismo. 

A poliploidia, presenga de conjuntos extras de cromos¬ 
somos, e bastante comum em vegetais, mas muito rara 


em animais. Metade dos generos conhecidos de vege¬ 
tais contem especies poliploides, e cerca de dois tergos 
das grammeas sao poliploides. Muitas dessas especies 
tem reprodugao assexuada. Em animais, nos quais a re- 
produgao e basicamente sexuada, a poliploidia e rara, 
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provavelmente porque interfere no mecanismo de de- 
terminagao sexual. 

Um efeito geral da poliploidia e o aumento do ta- 
manho da celula, provavelmente porque existem mais 
cromossomos no nucleo. Com frequencia, o aumento 
de tamanho esta relacionado com o aumento geral de 
tamanho do organismo. As especies poliploides tendem 
a ser maiores e mais robustas que as diploides correspon- 
dentes. Essas caracterfsticas tem um significado pratico 
para os seres humanos, cuja alimentacao depende de 
muitas especies vegetais poliploides. Tais especies ten¬ 
dem a produzir sementes e frutos maiores, portanto, tem 
maior rendimento agricola. Trigo, cafe, batata, banana, 
morango e algodao sao vegetais poliploides, assim como 
muitas plantas omamentais cultivadas, entre elas rosas, 
crisantemos e tulipas (Figura 6.7). 

POLIPLOIDES ESTEREIS 

Apesar da aparencia ffsica robusta, muitas especies po¬ 
liploides sao estereis. Conjuntos extras de cromossomos 
tem segregacao irregular na meiose, com a producao 
de gametas muito desequilibrados (i. e., aneuploides). 
Caso haja uniao desses gametas na fertiliza^ao, os zigotos 
produzidos quase sempre morrem. A inviabilidade dos 
zigotos explica por que muitas especies poliploides sao 
estereis. 

Como exemplo, vamos considerar uma especie tri- 
ploide com tres conjuntos identicos de n cromossomos. 
Portanto, o numero total de cromossomos e 3 n. Durante 
a meiose, cada cromossomo tenta formar par com seu 
homologo (Figura 6.8). Uma possibilidade e que haja pa- 
reamento de dois homologos ao longo de todo o compri- 
mento, deixando o terceiro sem par; esse cromossomo 
solitario e denominado univalente. Outra possibilidade 


e a sinapse dos tres homologos, formando um trivalente 
no qual ha pareamento parcial de cada membro com os 
dois outros. Em qualquer caso, e difTcil prever como sera 
o deslocamento dos cromossomos durante a anafase da 
primeira divisao meiotica. O acontecimento mais prova- 
vel e que dois homologos sigam para um polo e um ho¬ 
mologo para o outro, produzindo gametas com uma ou 
duas copias do cromossomo. Os tres homologos, porem, 
podem ir para o mesmo polo, produzindo gametas com 
nenhuma ou com tres copias do cromossomo. Como essa 
incerteza acerca da segregacao aplica-se a cada trio de 
cromossomos na celula, o numero total de cromossomos 
de um gameta varia de zero a 3n. 

E quase certa a morte dos zigotos formados por ferti- 
lizacao desses gametas; assim, a maioria dos triploides e 
totalmente esteril. Na agricultura e na horticultura, essa 
esterilidade e contomada pela propagagao assexuada das 
especies. Os muitos metodos de propagagao assexuada 
incluem cultivo a partir de estacas (bananas), enxertos 
(magas Winesap, Gravenstein e Baldwin) e bulbos (tuli- 
pas). Na natureza, as plantas poliploides tambem podem 
se reproduzir de maneira assexuada. Um mecanismo e 
a apomixia, no qual ha meiose modificada com produ- 
gao de oosferas nao reduzidas; essas oosferas formam 
sementes que germinam e dao origem a novas plantas. 
O dente-de-leao, uma planta poliploide muito produtiva, 
reproduz-se dessa maneira. 

POLIPLOIDES FERTEIS 

As incertezas meioticas que ocorrem em triploides tam¬ 
bem ocorrem em tetraploides, que tem quatro conjuntos 
identicos de cromossomos e, portanto, tambem sao es¬ 
tereis. Alguns tetraploides, porem, sao capazes de gerar 
prole viavel. O extune atento mostra que essas especies 



C 

n figura 6.7 Vegetais poliploides de significado agrfcola ou hortfcola: A. crisantemo (tetraploide), B. morango (octaploide), C. algodao (tetra- 
ploide), D. banana (triploide). 
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■ FIGURA 6.8 Meiose em organismo triploide. A. Formagao univalente. Sinapse de dois dos tres homologos, deixando um univalente livre para 
se deslocar ate um dos polos durante a anafase. B. Formagao trivalente. Sinapse dos tres homologos, formando um trivalente, que pode se 
deslocar em bloco ate um polo durante a anafase. No entanto, ha outras disjungoes possfveis na anafase. 


contem dois conjuntos distintos de cromossomos e que 
cada conjunto foi duplicado. Assim, os tetraploides ferteis 
parecem ter se originado por duplicagao cromossomica 
em hfbrido produzido pelo cruzamento de duas especies 
diploides diferentes, mas aparentadas; na maioria das ve¬ 
zes, essas especies tern numeros de cromossomos iguais 
ou muito semelhantes. A Figura 6.9 mostra um mecanismo 
plausfvel para a origem desse tetraploide. Dois organis- 
mos diploides, A e B, sao cruzados e produzem um hf- 
brido que recebe um conjunto de cromossomos de cada 
especie parental. Esse hfbrido provavelmente sera esteril 
porque nao e possfvel o pareamento dos cromossomos 
A e B. Contudo, se houver duplicagao dos cromossomos 
desse hfbrido, a meiose prosseguira em ordem razoavel. 
Cada cromossomo A e B podera formar par com um ho¬ 
mologo perfeito. Assim, a segregagao meiotica e capaz 
de produzir gametas com um conjunto completo de cro¬ 
mossomos A e B. Na fertilizagao, ha uniao desses gametas 
“diploides” e formagao de zigotos tetraploides, que so- 
brevivem em razao do equilfbrio de cada conjunto paren¬ 
tal de cromossomos. 

Evidentemente, essa situagao de hibridizagao entre 
especies diferentes, mas relacionadas, seguida por du¬ 
plicagao dos cromossomos ocorreu muitas vezes duran¬ 
te a evolugao dos vegetais. Em alguns casos, o processo 
ocorreu repeudas vezes, gerando poliploides complexos 
com diferentes conjuntos de cromossomos. Um dos me- 
Ihores exemplos e o trigo moderno, Triticum aestivum 
(Figura 6.10). Essa importante especie agrfcola e um he- 
xaploide que contem tres diferentes conjuntos de cro¬ 
mossomos, todos duplicados. Cada conjunto tern sete 
cromossomos, com um total de 21 nos gametas e 42 nas 
celulas somaticas. Assim, como observamos no infcio 
deste capftulo, o trigo moderno parece ter sido forma- 
do por dois eventos de hibridizagao. O primeiro foi a 
combinagao de duas especies diploides com formagao de 
um organismo tetraploide, e o segundo foi a combina¬ 
gao desse tetraploide com outro diploide e formagao de 
um hexaploide. Os citogeneticistas identificaram cereais 
primitivos no Oriente Medio que podem ter participado 
desse processo evolutivo. Em 2010, grande parte do DNA 
do genoma do trigo foi sequenciada. Esse genoma e mui¬ 


to grande, corresponde a aproximadamente o qufntuplo 
do tamanho do genoma humano. A analise de todas es¬ 
sas sequencias de DNA ajudara a compreender a historia 
evolutiva do trigo. 


Vegetal Vegetal 

diploide diploide 



Meiose 

V 





Gametas 

haploides 


©# 


Gametas de dois vegetais 
diploides unem-se e 
formam um hibrido. 




aA/l 


0 hibrido e esteril porque a meiose 
e totalmente irregular. 


Hibrido 

esteril 


Duplicaqao dos 
cromossomos 

V 

© «^T a 

Os cromossomos sao duplicados, 
criando um tetraploide. 

Tetraploide 

fertil 



Gameta 


A meiose no tetraploide e regular. 
Cromossomos A fazem par com 
cromossomos A e cromossomos 8 
fazem par com cromossomos B. 

Os gametas euploides produzidos 
pelo tetraploide podem se combinar e 
propagar o organismo por reproducao 
sexuada. 


m FIGURA 6.9 Origem de um tetraploide fertil por hibridizagao de dois 
organismos diploides e subsequente duplicagao dos cromossomos. 
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(j| Os cromossomos 
no hibrido 
duplicam-se 

eformam /{n = 14) 
um tetraploide. 



^7 

(g) Duas especies 

diploides cruzam-se e 
produzem um hibrido 
com dois conjuntos 
diferentes de 
cromossomos em 
seu genoma. 





@ 0 hibrido tetraploide 
cruza com outra 
especie diploide e 
produz um vegetal 
com tres conjuntos 
diferentes de 
cromossomos em 
seu genoma. 



{n = 21) 


^ Os cromossomos do 
triplo-hibrido duplicam-se 
e formam um hexaploide. 


■ FIGURA 6.10 Origem do trigo hexaploide por hibridizagao sequen- 
cial de diferentes especies. Cada hibridizagao e seguida por duplicagao 
dos cromossomos. 


Por ser menor a probabilidade de que cromossomos 
de especies diferentes interfiram na segregagao um do 
outro durante a meiose, e muito maior a chance de fer- 
tilidade de poliploides originados de hibridizagoes entre 
especies diferentes que a de poliploides originados da 
duplicagao de cromossomos de uma unica especie. Os 
poliploides criados por hibridizagao entre diferentes es¬ 
pecies sao denominados a/opoliploides (prefixo de origem 
grega que significa “outro”); nesses poliploides, os ge- 
nomas formadores sao qualitativamente diferentes. Os 
poliploides criados por duplicagao de cromossomos na 
mesma especie sao denominados autopoliploides (prefixo 
de origem grega que significa “proprio”); nesses poliploi¬ 
des, houve multiplicagao de um genoma para criar con¬ 
juntos extras de cromossomos. 

A duplicagao dos cromossomos e um processo essen- 
cial na formagao de poliploides. Um possivel mecanismo 
e a entrada da celula em mitose sem que haja citocinese. 
Essa celula tera o dobro do numero habitual de cromos¬ 
somos. Por meio de divisoes subsequentes, pode originar 
um clone de celulas poliploides, que contribuiriam para a 
propagagao assexuada do organismo ou para a formagao 
de gametas. Em vegetais, e preciso lembrar que a linha- 
gem germinativa nao e separada no infcio do desenvolvi- 
mento, como ocorre em animais. Na verdade, os tecidos 
reprodutivos so se diferenciam depois de muitos ciclos 
de divisao celular. Se houve duplicagao acidental dos cro¬ 
mossomos durante uma dessas divisoes celulares, os teci¬ 
dos reprodutivos desenvolvidos mais tarde podem ser po¬ 


liploides. Outra possibilidade e a alteragao da meiose de 
maneira a produzir gametas nao reduzidos (com o dobro 
do numero normal de cromossomos). Se esses gametas 
participarem da fertilizagao, os zigotos serao poliploides. 
Esses zigotos podem dar origem a organismos maduros 
que, dependendo da natureza da poliploidia, podem ser 
capazes de produzir gametas. Para compreender melhor 
essas possibilidades acompanhe a solugao do problema 
no boxe Resolva!: Pareamento de cromossomos em po¬ 
liploides. 


POLIPLOIDIA E POLITENIA 
TECIDO-ESPECIFICA 

Em alguns organismos, determinados tecidos tornam-se 
poliploides durante o desenvolvimento. A poliploidiza- 
gao provavelmente e uma resposta a necessidade de va- 
rias copias de cada cromossomo e dos genes nele exis- 
tentes. A endomitose, processo que produz celulas poli¬ 
ploides, requer duplicagao do cromossomo, seguida por 
separagao das cromatides-irmas resultantes. No entanto, 
por nao haver divisao celular associada, ocorre acumulo 
de cromossomos extranumerarios no nucleo. No ffgado 
e no rim humanos, por exemplo, um ciclo de endomito¬ 
se produz celulas tetraploides. 

As vezes, a poliploidizagao ocorre sem a separagao das 
cromatides-irmas. Nesses casos, os cromossomos duplica- 
dos acumulam-se proximo uns dos outros, formando um 
feixe de filamentos paralelos alinhados. Os cromossomos 
resultantes sao denominados politenicos, termo derivado 
do grego, que significa “muitos filamentos”. Os exemplos 
mais espetaculares de cromossomos politenicos sao en- 
contrados nas glandulas salivares de larvas de Drosophila. 
Cada cromossomo passa por nove ciclos de replicagao, 


Resolva! 


Pareamento de cromossomos 
em poliploides 

Existem seis cromossomos nos gametas da especie vegetal A e 
nove cromossomos nos gametas da especie vegetal B. O cru- 
zamento entre essas duas especies produziu hfbridos estereis 
nos quais nao se observou pareamento de cromossomos nas 
celulas-maes de microsporo das anteras. O genotipo hibrido A x 
B, porem, pode ser propagado de maneira vegetativa por enrai- 
zamento de estacas das plantas. Uma dessas estacas deu origem 
a uma planta robusta e, por acaso, fertil; o exame citologico das 
celulas-maes de microsporo dessa planta mostrou 15 bivalentes. 
Em seguida, fez-se o retrocruzamento dessa planta fertil com a 
especie A e o exame citologico das celulas-maes de microspo¬ 
ro da prole, (a) Explique a origem da planta robusta e fertil. (b) 
Quantos bivalentes voce esperaria encontrar nas celulas-maes 
de microsporo da prole do retrocruzamento? (c) Quantos cro¬ 
mossomos sem par (univalentes) voce esperaria ver nessa prole? 

► Leia a resposta do problema no site 
http://gen-io.grupogen.com.br. 
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produzindo um total aproximado de 500 copias em cada 
celula. Ha pareamento compacto de todas as copias com 
a formagao de um feixe espesso de fibras de cromatina. 
Esse feixe e tao grande que pode ser visto sob pequeno 
aumento ao microscopio de dissecgao. A diferenga de 
espiralamento ao longo do comprimento do feixe causa 
variagao na densidade da cromatina. Quando se aplicam 
corantes a esses cromossomos, a cor e mais intensa na 
cromatina mais densa, criando um padrao de faixas cla- 
ras e escuras (Figura 6.11). Esse padrao tern alta reprodu- 
tibilidade, permitindo a analise detalhada da estrutura 
do cromossomo. 

Os cromossomos politenicos de Drosophila apresentam 
duas outras caracteristicas: 

1. Pareamento de cromossomos politenicos homologos. 
Normalmente, pensamos no pareamento como uma 
propriedade dos cromossomos meioticos; mas tam- 
bem ha pareamento dos cromossomos somaticos em 
muitas especies de insetos, provavelmente um recurso 
para organizar os cromossomos no nucleo. Quando 
ha pareamento dos cromossomos politenicos de Dro¬ 
sophila , os grandes feixes de cromatina tomam-se ain- 
da maiores. Como esse pareamento e preciso - pon- 
to a ponto ao longo da extensao do cromossomo - o 
alinhamento dos dois homologos e perfeito. Desse 
modo, o alinhamento exato dos padroes de bandea- 
mento de cada um deles toma quase impossfvel distin- 
guir cada membro de um par. 

2. Todos os centromeros de cromossomos politenicos de 
Drosophila condensam-se em um corpo denominado 
cromocentro. O material presente de cada lado dos 
centromeros tambem e incluido nessa massa. O re- 
sultado e que os bragos do cromossomo parecem sair 
do cromocentro. Esses bragos, divididos em faixas, 
consistem em eucromatina, a porgao do cromosso¬ 
mo que contem a maioria dos genes; o cromocentro 
e constituido de heterocromatina, material com pou- 
cos genes que circunda o centromero. Ao contrario 
dos bragos eucromaticos do cromossomo, essa hete¬ 
rocromatina centrica nao se torna politenica. Assim, 
replica-se muito menos que a eucromatina. 



■ FIGURA 6.11 Cromossomos politenicos de Drosophila. 


Na decada de 1930, C. B. Bridges publicou desenhos 
detalhados dos cromossomos politenicos (Figura 6.12). 
Ele dividiu arbitrariamente cada cromossomo em segoes, 
que numerou; depois, dividiu cada segao em subsegoes, 
designadas pelas letras A a F. Dentro de cada subsegao, 
Bridges enumerou todas as faixas escuras, criando um 
repertorio alfanumerico de sitios ao longo do compri¬ 
mento de cada cromossomo. O sistema alfanumerico de 
Bridges ainda e usado atualmente para descrever as ca¬ 
racteristicas desses cromossomos excepcionais. 

Os cromossomos politenicos de Drosophila sao retidos 
na interfase do ciclo celular. Assim, embora a maioria das 
analises citologicas seja feita em cromossomos mitoticos, 
as analises mais completas e detalhadas sao realizadas em 
cromossomos interfasicos politenizados. Esses cromosso¬ 
mos sao encontrados em muitas especies da ordem de 
insetos Diptera, inclusive em moscas e mosquitos. Infe- 
lizmente, os seres humanos nao tern cromossomos poli¬ 
tenicos; assim, a analise citologica de alta resolugao que 
e possfvel em Drosophila nao e possfvel em nossa propria 
especie. 
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■ FIGURA 6.12 Mapas de cromossomo politenico de Bridges. (Em cima) Padrao de bandeamento do cromossomo X politenico. O cromossomo 
e dividido em 20 segoes numeradas. (Embaixo) Imagem detalhada da extremidade esquerda do cromossomo X politenico mostrando o sistema 
de Bridges para designar cada banda. 
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PONTOS ESSENCIAIS 


Os poliploides content conjuntos extras de cromossomos 

Muitos poliploides sao estereis porque a segregagao dos varios conjuntos de cromossomos na 
meiose e irregular 


• Os poliploides produzidos por duplicagao cromossomica em hibridos interespecificos podem ser 
ferteis caso haja segregagao independente de seus genomas constituintes 
o Em alguns tecidos somaticos -por exemplo, as glandulas salivares de laruas de Drosophila 
- ha ciclos sucessivos de replicagao dos cromossomos sem divisoes celulares interpostas, com a 
produgao de grandes cromossomos politenicos que sao ideais para analise citogenetica. 


Aneuploidia 

A representagao insuficiente ou excessiva de um cromos- 
somo ou um segmento de cromossomo pode afetar o 
fenotipo. 

A aneuploidia e a alteragao numerica de parte do genoma, 
geralmente a alteragao na dose de um unico cromossomo. 
Indmduos que tem um cromossomo a mais, um cromos¬ 
somo a menos ou uma combinagao dessas anomalias sao 
aneuploides. Essa definigao tambem inclui segmentos de 
cromossomos. Assim, um indivlduo com delegao do brago 
de um cromossomo tambem e considerado aneuploide. 

A aneuploidia foi estudada originalmente em vegetais, 
nos quais se demonstrou que o desequilfbrio cromosso- 
mico geralmente tem efeito fenotipico. O estudo classico 
foi o de Albert Blakeslee e John Belling, que analisaram 
anomalias cromossomicas de estramonio, Datura stramo¬ 
nium, . Essa especie diploide tem 12 pares de cromosso¬ 
mos, com um total de 24 cromossomos nas celulas soma- 
ticas. Blakeslee colheu plantas com fenotipo alterado e 
descobriu que em alguns casos a heranga dos fenotipos 
era irregular. Aparentemente, esses mutantes peculiares 
eram causados por fatores dominantes transmiddos prin- 
cipalmente pela planta do sexo feminino. Examinando 
os cromossomos das plantas mutantes, Belling constatou 
a presenga de um cromossomo extranumerario em todos 
os casos. A analise detalhada verificou que o cromossomo 
extra era diferente em cada linhagem mutante. Ao todo, 
eram 12 mutantes diferentes, cada um deles correspon- 
dente a triplicagao de um dos cromossomos de Datura 
(Figura 6.13). Essas triplicagoes sao chamadas trissomias. 
As irregularidades de transmissao desses mutantes eram 
consequencia do comportamento anomalo do cromosso¬ 
mo durante a meiose. 

Belling tambem descobriu o motivo da transmissao 
preferencial dos fenotipos trissomicos pelo sexo femi¬ 
nino. Durante o crescimento do tubo polfnico, o polen 
aneuploide - em especial, o polen com n + 1 cromosso¬ 
mos - nao compete bem com o polen euploide. Desse 
modo, vegetais trissomicos quase sempre herdam o cro¬ 
mossomo extra do genitor de sexo feminino. O trabalho 
de Belling com Datura demonstrou a necessidade de que 
cada cromossomo esteja presente na dose apropriada 
para o crescimento e o desenvolvimento normais. 






9 10 11 12 
Trissomicos 

M FIGURA 6.13 Capsulas de semente de Datura stramonium normal e 
trissomico. A figura mostra todas as 12 trissomias. 


Desde o trabalho de Belling, identificaram-se aneu¬ 
ploides em muitas especies, inclusive na nossa. Um or- 
ganismo com ausencia de um cromossomo, ou um seg¬ 
mento de cromossomo, e /?/poploide (prefixo grego que 
significa “abaixo”). Um organismo com um cromossomo, 
ou um segmento de cromossomo, a mais e ft/perploide (pre¬ 
fixo grego que significa “acima”). Esses termos abrangem 
uma grande variedade de anormalidades. 


TRISSOMIA EM SERES HUMANOS 

A anormalidade cromossomica mais conhecida e mais 
comum em seres humanos e a smdrome de Down, distur- 
bio causado por um cromossomo 21 extranumerario 
(Figura 6.14A). Essa smdrome foi descrita pela primeira 
vez em 1866, por Langdon Down, medico britanico, mas 
a base cromossomica so foi compreendida com clareza 
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■ FIGURA 6.14 Sindrome de Down. A. Menina com sindrome de Down. B. Cariotipo de uma crianga com sindrome de Down, mostrando tris¬ 
somia do cromossomo 21 (47, XX, +21). 


em 1959. As pessoas com sindrome de Down geralmen- 
te sao baixas e tern hipermobilidade articular, sobretudo 
nos tornozelos; o cranio e largo, as narinas sao amplas, 
a lingua e grande e tern sulcos caracterfsticos e as maos 
sao curtas e largas com uma prega palmar. O comprome- 
timento mental requer orientagao e cuidados especiais. 
O perfodo de vida das pessoas com sindrome de Down e 
muito menor que das outras pessoas. Alem disso, quase 
sempre elas desenvolvem doenga de Alzheimer, um tipo 
de demencia bastante comum em idosos. As pessoas com 
sindrome de Down, porem, desenvolvem essa doenga na 
quarta ou quinta decada de vida, muito mais cedo que as 
outras pessoas. 

O cromossomo 21a mais na sindrome de Down e um 
exemplo de trissomia. A Figura 6.14B mostra o cariotipo 
de uma paciente com sindrome de Down. Existem ao 
todo 47 cromossomos, entre eles dois cromossomos X 
alem do cromossomo 21 extra. Portanto, o cariotipo e 
47, XX, +21. 

A trissomia do 21 pode ser causada por nao disjun¬ 
gao do cromossomo em uma das divisoes meioticas (Fi¬ 
gura 6 . 15 ). O evento de nao disjungao pode ocorrer em 
qualquer um dos pais, porem e mais provavel no sexo 
feminino. Alem disso, a frequencia de nao disjungao au- 
menta com a idade materna. Assim, nas mulheres com 
menos de 25 anos, o risco de ter um filho com sindrome 
de Down e de aproximadamente 1 em 1.500, enquanto 
nas mulheres de 40 anos, e de 1 em 100. Esse aumento do 
risco e causado por fatores que afetam adversamente o 
comportamento meiotico do cromossomo a medida que 
a mulher envelhece. Nas mulheres, a meiose comega na 
vida fetal, mas so e concluida depois da fertilizagao do 
ovocito. Durante o longo perfodo antes da fertilizagao, 
as celulas meioticas permanecem na profase da primei- 
ra divisao. Nesse estado de pausa, os cromossomos po- 
dem perder o par. Quanto maior e a duragao da profa¬ 
se, maior e a chance de que nao haja pareamento nem 


disjungao subsequente do cromossomo. Portanto, as mu¬ 
lheres mais velhas sao mais propensas a produzir ovocitos 
aneuploides. 

Tambem ha relato de trissomias dos cromossomos 
13 e 18. No entanto, sao raras, e os indirfduos afetados 
apresentam anormalidades fenotipicas graves e vivem 
pouco, geralmente morrendo nas primeiras semanas de 
vida. Outra trissomia viavel observada em seres humanos 
e o cariotipo triplo-X, 47, XXX. Esses indirfduos sobrevi- 
vem porque dois dos tres cromossomos X sao inativados, 
reduzindo a dose do cromossomo X de maneira que se 
aproxime do nivel normal de um. Os indirfduos triplos 
X sao do sexo feminino e tern fenotipo normal, ou quase; 
as vezes ha leve comprometimento mental e diminuigao 
da fertilidade. 

O cariotipo 47, XXY tambem e uma trissomia viavel 
em seres humanos. Esses indirfduos tern tres cromosso¬ 
mos sexuais, dois X e um Y. O fenotipo e masculino, mas 
tambem podem apresentar algumas caracterfsticas sexu¬ 
ais secundarias femininas e geralmente sao estereis. Em 
1942, H. F. Klinefelter descreveu as anormalidades asso- 
ciadas a esse disturbio, agora denominado sindrome de Kli¬ 
nefelter; inclui testiculos pequenos, mamas aumentadas, 
membros longos, genuvalgo e menor desenvolvimento 
dos pelos corporais. O cariotipo XXY pode originar-se 
pela fertilizagao de um ovocito excepcional XX por um 
espermatozoide Y ou pela fertilizagao de um ovocito X 
por um espermatozoide excepcional XY. O cariotipo 
XXY represents cerca de tres quartos de todos os casos 
de sindrome de Klinefelter. Outros casos tern cariotipos 
mais complexes, como XXYY, XXXY, XXXYY, XXXXY, 
XXXXYY e XXXXXY. Todos os indirfduos com sindro- 
me de Klinefelter tern um ou mais corpusculos de Barr 
nas celulas, e aqueles que tern dois cromossomos X ge¬ 
ralmente tern algum grau de comprometimento mental. 

O cariotipo 47, XYY e outra trissomia viavel em seres 
humanos. Esses indirfduos sao do sexo masculino e, ex- 
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Gametas: 



Duplo-21 Duplo-21 Nulo-21 Nulo-21 Normal Normal Duplo-21 Nulo-21 


m FIGURA 6.15 A nao disjungao meiotica do cromossomo 21 e a origem da smdrome de Down. A nao disjungao na meiose I produz gametas 
anormais, que ou tem duas copias do cromossomo 21 (duplo-21) ou nao tern nenhuma copia desse cromossomo (nulo-21). A nao disjungao na 
meiose II produz urn gameta com dois cromossomos-irmaos identicos (duplo-21) e urn gameta sem cromossomo 21 (nulo-21). 


ceto pela tendencia a serem mais altos que os homens 46, 
XY, nao apresentam uma smdrome constante de caracte- 
risticas. Todas as outras trissomias em seres humanos sao 
letais no periodo embrionario, mostrando a importancia 
da dose correta do gene. Ao contrario do que ocorre em 
Datura , no qual todas as trissomias possiveis sao viaveis, os 
seres humanos nao toleram muitos tipos de desequilibrio 
cromossomico (Tabela6.1). 

MONOSSOMIA 

A monossomia ocorre quando ha ausencia de um cromos¬ 
somo em indivfduo diploide. Em seres humanos, so exis- 
te um monossomico viavel, o cariotipo 45, X. Esses in¬ 
dividuos tem um so cromossomo X e um complemento 
diploide de autossomos. O fenotipo e feminino, mas, por 
terem ovarios rudimentares, sao quase sempre estereis. 
Os individuos 45, X geralmente sao baixos; tem pescogo 
alado, deficiencia auditiva e anormalidades cardiovas- 
culares significativas. Henry H. Turner foi o primeiro a 
descrever o disturbio em 1938; por isso, agora e denomi- 
nado smdrome de Turner. Os individuos 45, X podem origi- 
nar-se de ovocitos ou espermatozoides sem um cromos¬ 
somo sexual ou da perda de um cromossomo sexual na 
mitose algum tempo depois da fertilizagao (Figura 6.16). 
Essa ultima possibilidade e respaldada pela constatagao 
de que muitos individuos com smdrome de Turner sao 
mosaicos somaticos. Essas pessoas tem dois tipos de celulas 
no corpo; algum as sao 45, X e outras, 46, XX. Obviamen- 
te, esse mosaicismo do cariotipo surge quando ha perda 
de um cromossomo X durante o desenvolvimento de um 
zigoto 46, XX. Todos os descendentes da celula em que 


houve perda sao 45, X. Se a perda ocorrer no inicio do 
desenvolvimento, uma fragao consideravel das celulas do 
corpo sera aneuploide e o individuo apresentara caracte- 
rfsticas de smdrome de Turner. Se a perda ocorrer mais 
tarde, a populagao de celulas aneuploides sera menor, e 
a intensidade da smdrome tende a ser menor. Veja a ana- 
lise dos procedimentos usados para detectar aneuploidia 
em fetos humanos no boxe Em foco: Amniocentese e 
biopsia de vilosidades corionicas. 

Os mosaicos de cromossomos XX/XO tambem 
ocorrem em Drosophila, na qual produzem um fenotipo 
curioso. Como nessa especie o sexo e determinado pela 
proporgao entre o numero de cromossomos X e de au¬ 
tossomos, essas moscas sao, em parte, femeas e, em parte, 
machos. As celulas XX desenvolvem-se na diregao femini- 
na, e as celulas XO desenvolvem-se na diregao masculina. 
Moscas com estruturas masculinas e femininas sao ginan- 
dromorfos (derivado das palavras gregas que significant 
“mulher”, “homem” e “forma”). 

As pessoas com cariotipo 45, X nao tem corpusculos 
de Barr nas celulas, indicando que o unico cromossomo 
X presente nao foi inativado. Por que, entao, as pacien- 
tes com smdrome de Turner, que tem o mesmo numero 
de cromossomos X ativos que as mulheres XX normais, 
tem anormalidades fenotipicas? A resposta provavel e 
que um pequeno numero de genes permanece ativo nos 
dois cromossomos X em mulheres 46, XX normais. Apa- 
rentemente, esses genes nao inativados sao necessarios 
em dose dupla para o crescimento e o desenvolvimento 
apropriados. A constatagao de que pelo menos alguns 
desses genes especiais ligados ao X tambem estao pre- 
sentes no cromossomo Y explicaria por que os homens 
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Tabela 6.1 


Aneuploidia resultante da nao disjungao em seres humanos. 


Cariotipo 

Formula 

cromossomica 

Sindrome 

clfnica 

Frequencia 
estimada ao 
nascimento 

Fenotipo 

47, +21 

2n + 1 

Down 

1/700 

Maos largas e curtas com prega palmar, baixa estatura, 
hiperflexibilidade das articulagoes, retardo mental, cabega larga, 
face redonda, boca aberta com lingua grande, prega epicantica. 

47,+13 

2n + 1 

Patau 

1/20.000 

Deficiencia mental e surdez, convulsoes musculares leves, fenda 
labial e/ou palatina, anomalias cardiacas, calcanhar proeminente. 

47,+18 

2r? + 1 

Edward 

1/8.000 

Malformagao congenita de muitos orgaos, orelhas malformadas 
e de implantagao baixa, micrognatia, boca e nariz pequenos com 
aparencia geral de duende, deficiencia mental, rim em ferradura ou 
duplo, esterno curto; 90% morrem nos primeiros 6 meses depois 
do nascimento. 

45, X 

2/7-1 

Turner 

1/2.500 

recem-nascidos do 
sexo feminino 

Mulher com atraso do desenvolvimento sexual, geralmente esteril, 
baixa estatura, pescogo alado, anormalidades cardiovasculares, 
deficiencia auditiva. 

47, XXY 

2/7+1 

Klinefelter 

1/500 

recem-nascidos do 
sexo masculino 

Homem subfertil com testfculos pequenos, mamas desenvolvidas, 
voz aguda feminina, genuvalgo, membros longos. 

48, XXXY 

2/? + 2 




48, XXYY 

2/7 + 2 




49, XXXXY 

2/7 + 3 




50, XXXXXY 

2/7 + 4 




47, XXX 

i 

2/7+1 

Triplo-X 

1/700 

Mulher com orgaos genitais geralmente normais e fertilidade 
limitada, retardo mental leve. 


XY crescem e se desenvolvem normalmente. Alem dis- 
so, o cromossomo X que foi inativado nas mulheres 46, 
XX e reativado durante a ovocitogenese, provavelmente 
porque a fungao ovariana normal requer duas copias de 
alguns genes ligados ao X. Os individuos 45, X, que tem 
so uma copia desses genes, nao satisfazem essa exigencia 
e, portanto, sao estereis. 

Curiosamente, o analogo do cariotipo de Turner XO 
no camundongo nao causa anormalidades anatomicas. 


Monossomia originada na fertilizacao. 



Sindrome 
de Turner 
(45, X) 


Monossomia originada na clivagem apos fertilizacao. 

23, X 23, X ; 46tXX 





Ovocito Espermatozoide ^goto 



45, X 


Mosaico 
somatico 
(45, X/46, XX) 


B 


Perda do cromossomo X 


■ FIGURA 6.16 Origem do caridtipo da sindrome de Turner na fertili- 
zagao (A) ou na clivagem apos a fertilizagao (B). 


Esse achado significa que os homologos no camundongo 
dos genes humanos implicados na sindrome de Turner 
precisam estar presentes em apenas uma copia para o 
crescimento e o desenvolvimento normais. Para investi- 
gar a origem do cariotipo da sindrome de Turner XO, 
acompanhe o exercicio do boxe Problema resolvido: De- 
tecgao da nao disjungao de cromossomos sexuais. 

DELECOES E DUPLICACOES DE 
SECMENTOS CROMOSSOMICOS 

A ausencia de um segmento cromossomico e denomina- 
da delegao ou deficiencia. Grandes delegoes podem ser de- 
tectadas citologicamente por estudo dos padroes de ban- 
deamento em cromossomos corados, mas as pequenas, 
nao. Em um organismo diploide, a delegao de um seg¬ 
mento cromossomico faz parte do genoma hipoploide. 
Essa hipoploidia pode estar associada a um efeito fenoti- 
pico, principalmente se a delegao for grande. Um exem- 
plo classico e a sindrome do miado do gato, tambem co- 
nhecida como sindrome cri-do-chat (do frances) em seres 
humanos (Figura 6.17). Esse disturbio e causado por de¬ 
legao no brago curto do cromossomo 5. O tamanho da 
delegao varia. Individuos heterozigotos para a delegao e 
um cromossomo normal tem o cariotipo 46 del(5) (pl4), 
no qual os termos entre parenteses indicam a ausencia 
de bandas na regiao 14 do brago curto (p) de um dos 
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AMNIOCENTESE E BIOPSIA DE 
VILOSIDADES CORIONICAS 

O casal Anderson, residente em Minneapolis, esperava o 
primeiro filho. Nem Donald nem Laura Anderson tinham 
conhecimento de anormalidades geneticas na famflia, 
mas por causa da idade de Laura - 38 anos - decidiram fazer um 
teste de triagem de aneuploidia fetal. O medico de Laura realizou 
uma amniocentese, procedimento de retirada de uma pequena 
quantidade de Ifquido da cavidade ao redor do feto em desenvolvi- 
mento por meio de uma agulha introduzida no abdome de Laura 
(Figura 1). Essa cavidade, chamada saco amniotico, e envolvida 
por uma membrana. Administrou-se anestesia local para evitar 
o desconforto durante o procedimento. A insergao da agulha foi 
guiada por ultrassonografia e retirou-se um pouco de Ifquido am- 
niotico. Como esse Ifquido contem celulas nucleadas descamadas 
do feto, e possfvel determinar o cariotipo fetal. Em geral, as celulas 
fetais sao separadas do Ifquido amniotico por centrifugagao e cul- 
tivadas durante varios dias a algumas semanas. A analise citologi- 
ca dessas celulas mostra se o feto e aneuploide. Outros exames 
podem ser realizados no Ifquido colhido do saco amniotico para 
detectar outros tipos de anormalidades, entre elas os defeitos do 
tubo neural e alguns tipos de mutagao. Os resultados de todos es¬ 
ses exames podem demorar ate 3 semanas. No caso de Laura, nao 
foram detectadas anormalidades, e, 20 semanas depois da amnio¬ 
centese, ela deu a luz uma menina saudavel. 

A biopsia de vilosidades corionicas e outra tecnica para de- 
tecgao de anormalidades cromossomicas no feto. O corio e uma 
membrana fetal que se fixa a parede uterina por interdigitagoes, 
formando a placenta. As diminutas projegoes corionicas para o 
tecido uterino sao as vilosidades . Com 10 a 11 semanas de gesta- 
gao, antes do desenvolvimento da placenta, pode-se fazer uma 
biopsia das vilosidades corionicas com o auxflio de uma canula 
plastica introduzida no utero atraves do colo. A canula e guiada por 
ultrassonografia e, quando esta em posigao, e usada para retirar 
um pedago minusculo de material por aspiragao. O material cole- 
tado geralmente e uma mistura de tecido materno e fetal. Depois 


que esses tecidos sao separados por dissecgao, e possfvel analisar 
as celulas fetais para pesquisa de anormalidades cromossomicas. 

A biopsia de vilosidades corionicas pode ser feita antes da am¬ 
niocentese (10 a 11 semanas de gestagao versus 14 a 16 semanas), 
mas nao e tao confiavel. Alem disso, parece estar associada a um 
risco ligeiramente maior de aborto que a amniocentese, talvez 2 a 
3%. Por essas razoes, tende a ser usada apenas nas gestagoes em 
que haja um forte motivo para suspeitar de anormalidade gene- 
tica. Nas gestagoes de rotina, como a de Laura Anderson, e preferf- 
vel fazer a amniocentese. 


M FIGURA 1 O medico colhe uma amostra de Ifquido do saco amni¬ 
otico de uma gestante para diagnostic© pre-natal de anormalidade 
cromossomica ou bioqufmica. 


cromossomos 5. Esses individuos podem apresentar gra¬ 
ve comprometimento mental e fisico; o choro queixoso, 
semelhante ao miado de gato na infancia, da nome a sfn- 
drome. 

A presenga de um segmento cromossomico extra e 
denominada duplicagao. O segmento extra pode estar uni- 
do a um dos cromossomos ou pode constituir um novo 
cromossomo separado, isto e, uma “duplicagao livre”. O 
efeito e o mesmo nos dois casos: o organismo e hiperploi- 
de em relagao a parte de seu genoma. A exemplo do que 
ocorre nas delegoes, essa hiperploidia pode estar associa¬ 
da a um efeito fenotipico. 

As delegoes e duplicagoes sao dois tipos de aberragoes 
na estrutura do cromossomo. As grandes aberragoes po¬ 
dem ser detectadas por exame dos cromossomos mitoti- 
cos corados por agentes de bandeamento como quina- 
crina ou Giemsa. No entanto, e dificil detectar pequenas 


aberragoes dessa forma, que geralmente sao identificadas 
por outras tecnicas geneticas e moleculares. O organismo 
mais adequado para estudo de delegoes e duplicagoes e a 
Drosophila, cujos cromossomos politenicos garantem uma 
oportunidade impar de analise citologica detalhada. A 
Figura 6.18B mostra delegao em um dos dois cromossomos 
homologos pareados na glandula salivar de Drosophila. 
Em vista da leve separagao dos dois cromossomos, e pos- 
sivel perceber a ausencia de uma pequena regiao no cro¬ 
mossomo inferior. 

Os segmentos duplicados tambem podem ser reco- 
nhecidos nos cromossomos politenicos. A Figura 6.18C 
mostra duplicagao consecutiva (em tandem) de um seg¬ 
mento no meio do cromossomo X de Drosophila . O pare- 
amento entre as copias consecutivas desse segmento faz 
com que parega haver um no no meio dos cromossomos. 
A mutagao Bar (barra) do olho em Drosophila esta associa- 
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PROBLEMA RESOLVIDO 


Detecgao da nao disjungao de cromossomos sexuais 



PROBLEMA 

Um homem com discromatopsia casou-se com uma mulher normal. 

A filha, de fenotipo normal, casou-se com um homem normal e o 

casal teve tres filhos: um menino normal, um menino com discroma¬ 
topsia e uma menina com discromatopsia e sfndrome de Turner. Ex- 

plique a origem da menina com discromatopsia e sfndrome de Turner. 

FATOS E CONCEITOS 

1. A discromatopsia e causada por uma mutagao recessiva ligada 
ao X, cb. 

2. A sfndrome de Turner e causada por monossomia do cromosso- 
mo X (genotipo XO). 

3. A monossomia pode ser causada por nao disjungao cromosso- 
mica durante a mitose ou a meiose. 

4. A nao disjungao mitotica em indivfduo XX pode criar um mosai- 
co de celulas XO e XX. 


ANALISE E SOLUgAO 

Para iniciar a analise, vamos desenhar o heredograma e identificar 
todas as pessoas. Alem disso, como sabemos que a discromatopsia 
e causada por mutagao recessiva ligada ao X, podemos escrever os 
genotipos da maioria das pessoas no heredograma. 


O-i-H x cb Y 

A B 


x cb x + O-KH x + y 


6 

E 

X + Y 


■ i- 

F G 
X cb Y X cb 0 


Sfndrome 
de Turner 


O homem com discromatopsia, B, e uma figura-chave nesse 
heredograma porque transmitiu obrigatoriamente um cromosso- 
mo X com a mutagao cb para a filha C, que e a mae da crianga em 
questao. C nao tern discromatopsia, portanto tern de ser heterozi- 
gota para o alelo mutante, isto e, seu genotipo e X cb X + . Seu mari- 
do, D, tambem nao tern discromatopsia, portanto tern o genotipo 
X + Y. Os genotipos dos dois primeiros filhos do casal tambem sao 
conhecidos com certeza. O ultimo, G, tern sfndrome de Turner, o 
que significa que tern apenas um cromossomo sexual - X. Como 
essa menina tern discromatopsia, o genotipo provavelmente e X cb 
O. Esse genotipo poderia ter sido produzido pela fertilizagao de 
um ovocito contendo o cromossomo X cb por um espermatozoide 
sem cromossomo sexual. Nessa situagao, nao houve disjungao dos 
cromossomos sexuais durante a meiose no pai de G. Outra possi- 
bilidade e que o ovocito que tern X cb tenha sido fertilizado por um 
espermatozoide com um cromossomo X, que foi perdido durante 
uma das divisoes iniciais do embriao. Nessa segunda hipotese, G 
seria um mosaico somatico de celulas XO e XX (Figura 6.16B). 
No entanto, ess a explicagao nao condiz com a observagao de que 
G tern discromatopsia, pois se G fosse um mosaico somatico, as 
celulas XX teriam de ser X cb X + , e seria esperado que algumas des- 
sas celulas tivessem formado celulas fotorreceptoras normais na 
retina, assim garantindo a visao normal das cores. O fato de G ter 
discromatopsia indica que ela nao tern celulas X cb X + na retina - 
ou provavelmente em nenhuma outra parte do corpo. Portanto, a 
nao disjungao de cromossomos sexuais durante a meiose no pai 
de G e a explicagao mais plausfvel para o fenotipo de discroma¬ 
topsia e sfndrome de Turner. 



da a uma duplicagao consecutiva (Figura 6.19). Essa mu¬ 
tagao dominante ligada ao X altera o tamanho e o for- 
mato dos olhos compostos, que deixam de ser estruturas 
esfericas grandes e se transformam em barras estreitas. 
Na decada de 1930, C. B. Bridges analisou cromossomos 
X com a mutagao Bare constatou que a regiao 16A, que 
aparentemente continha um gene para formato do olho, 
havia passado por duplicagao consecutiva. Tambem fo- 
ram observadas triplicagoes consecutivas de 16A, e nesses 
casos o olho composto era pequemssimo - um fenotipo 


■ FIGURA 6.17 Cariotipo de mulher com sfndrome cri-do-chat, 46 XX 
del(5)(p14). Ha delegao do brago curto de um dos cromossomos 5. 
O detalhe mostra os dois cromossomos 5 marcados com uma sonda 
fluorescente gene-especffica. O cromossomo a esquerda ligou-se a 
sonda porque tern esse gene especffico, ao passo que o cromossomo 
a direita nao se ligou a sonda porque houve delegao do gene e do 
material ao seu redor. 
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m F1GURA 6.18 Cromossomos politenicos mostrando (A) a estrutura 
normal das regioes 6 e 7 no meio do cromossomo X de Drosophila, (B) 
heterozigoto com delegao da regiao 6F-7C em um dos cromossomos 
(seta) e (C) um cromossomo X mostrando uma duplicagao consecuti- 
va (em tandem) invertida da regiao 6F-7C. Em (B) as bandas proemi- 
nentes nas regioes 7A e 7C estao presentes no cromossomo superior, 
mas ausentes no inferior, indicando que o cromossomo inferior sofreu 
uma delegao. Em (C) a sequencia duplicada e 7C, 7B, 7A, 7A, 7B, 7C 
da esquerda para a direita. 



Tipo selvagem Barra Barra dupla 



Normal Duplicacao Triplicacao 


■ FIGURA 6.19 Efeitos das duplicates da regiao 16A do cromossomo 
X no tamanho dos olhos em Drosophila. 

denominado barra dupla. Portanto, a intensidade do fe- 
notipo mutante do olho esta relacionada com o numero 
de copias da regiao 16A - sinal claro da importancia da 
dose do gene na determinacao de um fenotipo. Muitas 
outras duplicagoes consecutivas foram encontradas em 
Drosophila, na qual a analise de cromossomos politeni¬ 
cos torna a detecgao relativamente facil. Hoje, as tecni- 
cas moleculares tornaram possfvel detectar duplicagoes 
consecutivas muito pequenas em uma grande variedade 
de organismos. Por exemplo, os genes que codificam 
as protefnas da hemoglobina passaram por duplicacao 
consecutivaem mamiferos (Capitulo 19). As duplicagoes 
genicas parecem ser relativamente comuns e garantem 
variagao significativa para a evolugao. 


PONTOS ESSENC1AIS • Nas trissomias, como a sindrome deDown em seres humanos, existem tres copias de um cro¬ 
mossomo; nas monossomias, como a sindrome de Turner em seres humanos, existe apenas uma 
copia de um cromossomo 

. A aneuploidia pode ser causada por delegao ou duplicagao de um segmento cromossomico ou 
de cromossomos inteiros. 


Rearranjos da estrutura do cromossomo 


Um cromossomo pode sofrer rearranjo interno ou se unir 
a outro cromossomo. 

Na natureza ha consideravel variagao no numero e na 
estrutura de cromossomos, mesmo entre organismos 
muito proximos. Por exemplo, a Drosophila melanogaster 
tern quatro pares de cromossomos, que incluem um par 
de cromossomos sexuais, dois pares de autossomos meta- 
centricos grandes - cromossomos com o centromero no 
meio - e um par de pequenos autossomos puntiformes. 
A Drosophila virilis, cujo parentesco nao e muito distante, 
tern um par de cromossomos sexuais, quatro pares de au¬ 
tossomos acrocentricos — cromossomos com o centrome¬ 
ro perto de uma extremidade - e um par de autossomos 
puntiformes. Portanto, as especies, ainda que do mesmo 


genero, podem ter diferentes arranjos dos cromossomos. 
Essas diferengas indicam o rearranjo do genoma ao lon- 
go do processo de evolugao. Na verdade, a observagao de 
que e possfvel encontrar rearranjos cromossomicos como 
variantes em uma mesma especie sugere que ha refor- 
mulagao contfnua do genoma. Esses rearranjos podem 
modificar a posigao de um segmento do cromossomo, 
ou podem unir segmentos de diferentes cromossomos. 
Em qualquer caso, a ordem dos genes e alterada. Os ci- 
togeneticistas identificaram muitos tipos de rearranjos 
cromossomicos. Aqui analisamos dois tipos: inversao, 
que e a mudanga de orientagao de um segmento em um 
cromossomo, e translocagao, que e a fusao de segmentos 
de diferentes cromossomos. Em seres humanos, os rear¬ 
ranjos cromossomicos tern significado medico porque 
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alguns predispoem ao desenvolvimento de certos tipos 
de cancer. Abordamos esses tipos de rearranjos, e sua re- 
lagao com o cancer, no Capftulo 21. 


INVERSOES 


A inversao ocorre quando um segmento do cromossomo 
se desprende, gira cerca de 180° e se fixa novamente ao 
restante do cromossomo; logo, ha uma inversao da or- 
dem dos genes no segmento. Esses rearranjos podem ser 
induzidos no laboratorio com raios X, que fragmenta os 
cromossomos. As vezes, os fragmentos se fixam novamen¬ 
te, mas durante o processo um segmento gira e ha uma 
inversao. Tambem ha evidencias de inversoes naturais 
por atividade de elementos transponfveis - sequencias 
de DNA capazes de mudar de posigao no cromossomo 
(Capitulo 17). As vezes, durante o deslocamento, esses 
elementos quebram o cromossomo em fragmentos, que 
voltam a se unir de maneira anomala, produzindo uma 
inversao. As inversoes tambem podem ser provocadas 
pela reuniao de fragmentos do cromossomo gerados por 
cisalhamento mecanico, talvez em razao do entrelaga- 
mento de cromossomos no nucleo. Ninguem sabe ao cer- 
to que fragao das inversoes naturais e causada por cada 
um desses mecanismos. 

Os citogeneticistas distinguem dois tipos de inver¬ 
soes observando se o segmento invertido inclui ou nao 
o centromero do cromossomo (Figura 6.20) . As inversoes 
pericentricas incluem o centromero e as inversoes paracen- 
tricas, nao. A consequencia disso e que uma inversao peri¬ 
centrica pode alterar os comprimentos relativos dos dois 
bragos do cromossomo, enquanto a inversao paracentri- 
ca nao tern esse efeito. Assim, se um cromossomo acro- 
centrico sofre uma inversao com um ponto de quebra 
em cada brago ( i . e ., uma inversao pericentrica), pode 
ser transformado em um cromossomo metacentrico. Mas 
se um cromossomo acrocentrico sofre uma inversao em 
que as duas quebras estao no brago longo ( i . e. f uma in¬ 
versao paracentrica), a morfologia do cromossomo nao 
se altera. Desse modo, com o uso de metodos citologicos 
padronizados, e muito mais facil detectar inversoes peri¬ 
centricas que inversoes paracentricas. 

Um indivfduo no qual ha inversao de um cromosso¬ 
mo, mas nao de seu homologo, e um heterozigoto para 
inversao. Durante a meiose, ha pareamento ponto a pon¬ 
to dos cromossomos invertido e nao invertido ao longo 
de seu comprimento. Entretanto, por causa da inversao, 
os cromossomos precisam formar uma alga para permi- 
tir o pareamento na regiao em que a ordem dos genes 



Inversao paracentrica - exclui o centromero. 
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■ FIGURA 6.20 Inversoes pericentrica e paracentrica. O cromossomo 
foi quebrado em dois pontos, e o segmento entre eles foi invertido. 
Uma inversao pericentrica (A) modifica o tamanho dos bragos do 
cromossomo porque o centromero esta incluido na inversao. Ja na 
inversao paracentrica (B) isso nao ocorre, porque exclui o centromero. 


foi invertida. A Figura 6.21 mostra essa configuragao de 
pareamento; apenas um cromossomo forma uma alga, e 
o outro se acomoda ao seu redor. Na pratica, a alga para 
maximizar o pareamento pode surgir no cromossomo in¬ 
vertido ou no cromossomo nao invertido. No entanto, 
perto das extremidades da inversao, os cromossomos sao 
estendidos e ha uma tendencia a perda da sinapse. Abor¬ 
damos as consequencias geneticas da heterozigosidade 
para inversao no Capftulo 7. 

TRANSLOCACOES 

A translocagao ocorre quando um segmento de um cro¬ 
mossomo se desprende e se une a outro cromossomo 
(*. e ., nao homologo). O significado genetico e a transfe- 
rencia dos genes de um cromossomo para outro. 

A troca de fragmentos de dois cromossomos nao ho¬ 
mologos sem perda de material genetico e denominada 
translocagao redproca. A Figura 6.22 A mostra uma translo¬ 
cagao recfproca entre dois grandes autossomos. Tres 
cromossomos trocaram trechos de seus bragos direitos. 



■ FIGURA 6.21 Pareamento de cromossomos normais e invertidos. 
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Estrutura de cromossomos no heterozigoto para translocacao. 
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Pareamento de cromossomos no heterozigoto para translocacao. 
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■ FIGURA 6.22 Estrutura e comportamento de pareamento de uma 
translocacao reci'proca entre cromossomos. Em (B) h3 pareamento 
durante a profase da meiose I, depois da duplicacao dos cromosso¬ 
mos. 

Durante a meiose, espera-se que haja pareamento cruci- 
forme entre esses cromossomos com translocacao e seus 
homologos sem translocacao (Figura 6.22B). Os dois cro¬ 
mossomos translocados ficam de frente um para o outro 
no centro da cruz, e os dois cromossomos nao translo¬ 
cados fazem o mesmo; para maximizar o pareamento, 
os cromossomos translocados e nao translocados alter- 
nam-se, formando os bracos da cruz. Essa configuracao 
de pareamento e diagnostica de um heterozigoto para 
translocacao. As celulas em que os cromossomos translo¬ 
cados sao homozigotos nao formam um padrao crucifor- 
me. Em vez disso, ha pareamento uniforme de cada cro- 
mossomo translocado com seu par de estrutura identica. 

Como participam do pareamento cruciforme quatro 
centromeros, cuja distribuicao coordenada para polos 
opostos na primeira divisao meiotica pode ou nao ocor- 
rer, a disjuncao do cromossomo em heterozigotos para 
translocacao e um processo um tanto incerto, propenso 
a produzir gametas aneuploides. Ao todo, ha tres pro- 
cessos de disjuncao possiveis, mostrados na Figura 6.23. 
Essa figura simplificada so mostra uma das duas croma- 
tides-irmas de cada cromossomo. Alem disso, cada cen- 
tromero e identificado para que se possa acompanhar 
os movimentos do cromossomo; os dois centromeros 
bran cos sao homologos ( i . e., derivados do mesmo par 


Disjuncao adjacente II. 


/V a /I\ b 

I I 

I I 

v V' 
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Os centromeros 1 e 2 
vao para um polo e os 
centromeros 3 e 4 vao 
para o outro, 
produzindo gametas 
aneuploides. 


Disjuncao alternada. 


3 
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Os centromeros 2 e 3 
vao para um polo e os 
centromeros 1 e 4 vao 
para o outro, 
produzindo gametas 
i euploides. 


H FIGURA 6.23 Tipos de disjuncao em um heterozigoto para trans¬ 
locacao durante a meiose I. Para simplificar, € mostrada apenas uma 
cromatide-irma de cada cromossomo duplicado. A. Um tipo de 
disjuncao adjacente no qual centromeros homologos seguem ate po¬ 
los opostos durante a anafase. B. Outro tipo de disjuncao adjacente 
no qual centromeros homologos seguem para o mesmo polo durante 
a anafase. C. Disjuncao alternada na qual centromeros homdlogos 
seguem ate polos opostos durante a anafase. 


de cromossomos), do mesmo modo que os dois centro¬ 
meros cinza. 

Se os centromeros 2 e 4 seguem para o mesmo polo, 
forcando o deslocamento de 1 e 3 para o polo oposto, to- 
dos os gametas resultantes serao aneuploides, porque al- 
guns segmentos cromossomicos terao deficiencia de ge¬ 
nes, e outros serao duplicados (Figura 6.23A). Da mesma 
maneira, se os centromeros 1 e 2 vao para um polo e os 
centromeros 3 e 4 vao para o outro, sao produzidos ape¬ 
nas gametas aneuploides (Figura 6.23B). Todos esses casos 
sao denominados disjunQao adjacente porque os centro¬ 
meros que estavam proximos uns dos outros no padrao 
cruciforme foram para o mesmo polo. Quando os centro¬ 
meros que vao para o mesmo polo sao de cromossomos 
diferentes (i. e., heterologos), a disjuncao e denominada 
adjacente I (Figura 6.23A); quando os centromeros que 
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vao para o mesmo polo sao do mesmo cromossomo (z. e., 
homologos), a disjungao e denominada adjacente II (Figu- 
ra 6.23B). Outxapossibilidade eade que oscentromeros 
1 e 4 sigam para o mesmo polo, forgando o deslocamen- 
to de 2 e 3 para o polo oposto. Esse caso, denominado 
disjungao altemada, produz apenas gametas euploides, 
embora metade deles tenha apenas cromossomos trans- 
locados (Figura 6.23C). 

A produgao de gametas aneuploides por disjungao ad¬ 
jacente explica por que os heterozigotos para translocagao 
tern fertilidade reduzida. Quando esses gametas fertilizam 
um gameta euploide, o zigoto resultante e geneticamente 
desequilibrado e, portanto, e improvavel que sobreviva. 
Em vegetais, muitas vezes os proprios gametas aneuploides 
sao inviaveis, sobretudo do lado masculino, e sao produzi- 
dos menos zigotos. Portanto, os heterozigotos para trans¬ 
locagao sao caracterizados por baixa fertilidade. Investi- 
gue esse efeito acompanhando o boxe Resolva!: Aborto de 
polen em heterozigotos para translocagao. 


CROMOSSOMOS COMPOSTOS E 
TRANSLOCATES ROBERTSON I AN AS 

As vezes, um cromossomo funde-se ao seu homologo, ou 
duas cromatides-irmas se unem, formando uma unidade 
genetica unica. Um cromossomo composto pode ser estavel 
em uma celula desde que tenha apenas um centromero 
ativo; se houver dois centromeros, cada um deles pode se 
mover para um polo diferente durante a divisao, separan- 
do o cromossomo composto. O cromossomo composto 
tambem pode ser formado pela uniao de segmentos de 
cromossomos homologos. Por exemplo, os bragos direi- 
tos dos dois segundos cromossomos em Drosophila pode- 
riam se soltar dos bragos esquerdos e se fundir no centro¬ 
mero, criando um meio-cromossomo composto. As vezes 
a citogenetica chama essa estrutura de isocromossomo (do 
prefixo grego para “iguaT), porque seus dois bragos sao 
equivalentes. A diferenga entre o cromossomo composto 
e a translocagao e que o primeiro e a fusao de segmentos 
de cromossomos homologos. Ja a translocagao e a fusao 
de cromossomos nao homologos. 

O primeiro cromossomo composto foi descoberto em 
1922 por Lillian Morgan, casada com T. H. Morgan. Esse 
cromossomo foi formado pela fusao de dois cromossomos 
X em Drosophila, criando um cromossomo X ligado ou X du- 
plo. A descoberta foi feita por meio de experimentos ge- 
neticos, nao por analise citologica. Lillian Morgan cruzou 
femeas homozigotas para uma mutagao recessiva ligada ao 
X com machos de tipo selvagem. A partir desse cruzamen- 
to, seria de esperar que todas as femeas da prole fossem 
do tipo selvagem e os machos, mutantes. No entanto, Mor¬ 
gan observou exatamente o oposto: todas as femeas eram 
mutantes e todos os machos, de tipo selvagem. Outra pes- 
quisa mostrou que os cromossomos X nas femeas mutan¬ 
tes haviam se ligado uns aos outros. A Figura 6.24 ilustra o 
significado genetico dessa ligagao. As femeas com X ligado 
produzem dois tipos de ovocitos, duplo-X e nulo-X, e os 
machos produzem dois tipos de espermatozoides, que tern 




Aborto de polen em heterozigotos 
para translocagao 

Em muitas especies de vegetais, o polen aneuploide e inviavel. 
Suponha que um desses vegetais seja heterozigoto para uma 
translocagao reciproca entre dois grandes cromossomos. Se as 
disjungoes adjacente I, adjacente II e altemada nesse heterozi¬ 
goto para translocagao ocorrerem com frequences iguais, que 
fragao do polen voce esperaria que fosse abortada? 

► Leia a resposta do problema no site 
http://gen-io.grupogen.com. br. 


X e que tern Y. A uniao desses gametas de todas as manei- 
ras possiveis produz dois tipos de prole viavel: femeas XXY 
mutantes, que herdam os cromossomos X ligados da mae 
e um cromossomo Y do pai; e os machos XO de fenotipo 
selvagem, que herdam um cromossomo X do pai e nao 
herdam cromossomo sexual da mae. Ja que o cromossomo 
Y e necessario para a fertilidade, esses machos XO sao este- 
reis. Lillian Morgan conseguiu propagar os cromossomos 
X ligados por retrocruzamento de femeas XXY com ma¬ 
chos XY de tipo selvagem de outro estoque. Por terem her- 
dado um cromossomo Y da mae, os machos nascidos desse 
cruzamento eram ferteis e puderam ser cruzados com suas 
irmas XXY para criar um estoque no qual os cromossomos 
X ligados foram permanentemente mantidos na linhagem 
feminina. 

Os cromossomos nao homologos tambem podem se 
fundir em seus centromeros, com criagao de uma estru¬ 
tura chamada translocagao robertsoniana (Figura 6.25), em 
homenagem ao citologista F. W. Robertson. Por exemplo, 


Femea com cromossomos X 
ligados homozigotos para um 
alelo mutante recessivo m. 



/ 


Meiose 


\ 





Macho 
normal 
hemizigoto 
para o alelo 
selvagem. 


Meiose Esperma- 
tozoide 


m 

> 

m 

XXX 9 (morre) 

iiKD 

XO 0* (tipo 
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XXY^) (mutante) 

YO (letal) 


■ FIGURA 6.24 Resultados de um cruzamento entre um macho nor¬ 
mal e uma femea com cromossomos X ligados. 
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a fusao de dois cromossomos acrocentricos produz um 
cromossomo metacentrico; os diminutos bragos curtos 
dos cromossomos participantes sao perdidos nesse pro- 
cesso. Ao que tudo indica, essas fusoes de cromossomos 
foram bastante frequentes durante a evolugao. 

Tambem pode haver fusao terminoterminal dos cro¬ 
mossomos para formar uma estrutura com dois centro- 
meros. Se um dos centromeros for inativado, a fusao dos 
cromossomos sera estavel. Evidentemente, essa fusao 
ocorreu na evolugao de nossa propria especie. O cromos¬ 
somo 2 humano, que e metacentrico, tern bragos que 
correspondem a dois cromossomos acrocentricos nos 
genomas dos grandes primatas. A analise citologica deta- 
lhada mostrou que aparentemente as extremidades dos 
bragos curtos desses dois cromossomos se fundiram para 
criar o cromossomo 2 humano. 


Dois cromossomos 
acrocentricos 


X 


Translocagao 

robertsoniana 

metacentrica 


I 


+ 


Perdido 

■ FIGURA 6.25 Formagao de uma translocagao robertsoniana meta¬ 
centrica por permuta entre dois cromossomos acrocentricos nao ho¬ 
mologos. 


PONTOS ESSENCIAIS . 


A inversdo faz com que a ordem de genes em um segmento de um cromossomo seja o oposto da 
ardent inicial 

A translocagao permuta segmentos entre dois cromossomos nao homologos 

Os cromossomos compostos sao produzidos pela fusao de cromossomos homologos oupela fusao 

dos bragos dos cromossomos homologos 

As translocagdes robertsonianas resultam da fusao de cromossomos nao homologos. 


Exercfcios 


1. Uma especie tern dois pares de cromossomos, um 
longo e outro curto. Desenhe os cromossomos na 
metafase da mitose. Indique cada cromatide. Os 
cromossomos homologos estao pareados? 

Resposta: A metafase mitotica nessa especie seria seme- 
lhante a mostrada na figura. Como cada cromos¬ 
somo e duplicado, ele e constituido de duas cro- 
matides-irmas. No entanto, como a figura mostra 
a mitose, e nao a meiose, nao ha pareamento dos 
cromossomos homologos. 



2. A especie vegetal A apresenta 10 bivalentes de cro¬ 
mossomos na metafase da meiose I; a especie ve¬ 
getal B apresenta 14 bivalentes nesse estagio. As 
duas especies sao cruzadas, e os cromossomos na 
prole sao duplicados. (a) Quantos bivalentes serao 


) 

observados na metafase da meiose I na prole? (b) 
Espera-se que a prole seja fertil ou esteril? 

Resposta: (a) A prole e uma combinacao dos cromosso¬ 
mos dos dois pais. Na especie A, o numero basico 
de cromossomos e 10; na especie B, e 14. Portanto, 
o numero basico de cromossomos na prole e 10 + 
14 = 24, e, com os cromossomos duplicados, esse e 
o numero de bivalentes que deve ser observado na 
metafase da meiose I. (b) A prole e um alotetraploi- 
de e, portanto, deve ser fertil. 

3. Quais sao os cariotipos de (a) uma mulher com sin- 
drome de Down, (b) um homem com trissomia do 
13, (c) uma mulher com sindrome de Turner, (d) um 
homem com sindrome de Klinefelter, (e) um homem 
com delecao no bra^o curto do cromossomo 11? 

Resposta: (a) 47, XX, +21, (b) 47, XY, +13, (c) 45, X, (d) 
47, XXY, (e) 46, XY del (lip). 

4. Que tipo de configuragao de pareamento seria obser- 
vada na profase da meiose I em (a) um heterozigoto 
para inversao, (b) um heterozigoto para translocagao? 

Resposta: (a) Configuragao em alga, (b) configuragao em 
cruz. 


Aplique a analise; 
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Autoavaliagao 


Integre diferentes conceitos e 




1. Uma geneticista de Drosophila obteve femeas com 
cromossomos X ligados homozigotos para uma 
mutagao recessiva ( 31 ) que torna o corpo amarelo 
em vez de cinza. Em um experimento, ela cruza 
algumas dessas femeas com machos de tipo selva- 
gem comuns, e em outro, ela cruza essas femeas 
com machos de tipo selvagem que tern cromos¬ 
somos X e Y ligados; isto e, tern um cromossomo 
XY composto. Preveja os fenotipos da prole desses 
dois cruzamentos e indique o fenotipo esteril, se 
houver algum. 

Resposta: Para prever os fenotipos da prole, precisamos 

conhecer os genotipos. A maneira mads facil de 2. 
determinar esses genotipos e criar um diagrama 
com os tipos de zigotos produzidos por cada cru- 
zamento. 

Primeiro, analisamos o cruzamento entre fe¬ 
meas com X ligado e corpo amarelo e os machos 
de tipo selvagem comuns. As femeas produzem 
dois tipos de gametas, X e nulo. Os machos tam- 
bem produzem dois tipos de gametas, X e Y. A 
combinagao de todas as maneiras possfveis produz 
quatro tipos de zigotos; no entanto, apenas dois 
tipos sao viaveis. Os zigotos XXY dao origem a fe¬ 
meas de corpos amarelos - como suas maes, a nao 
ser pelo fato de terem um cromossomo X - e os 
zigotos XO dao origem a machos de corpo cinza 
- como seus pais, exceto pela ausencia de um cro¬ 
mossomo Y. O cromossomo Y extra nas femeas nao 
tern efeito sobre a fertilidade, mas o cromossomo 
Y ausente nos machos causa esterilidade. 


Ovocitos 

/\ 

x y 0 


/\ 

X + Y 

Espermatozoides 

0 


/\ /\ 
x* yy x + y 

(morrem) 

/\ 

X + Y 0 

machos cinza 

/\ 

X* X* 0 

femeas 

amarelas 

0 0 

(morrem) 


Um homem com fenotipo normal tern um cromos¬ 
somo translocado que contem todo o brago longo 
do cromossomo 14, parte do brago curto do cro¬ 
mossomo 14 e a maior parte do brago longo do cro¬ 
mossomo 21 : 



O homem tambem tern um cromossomo 14 nor¬ 
mal e um cromossomo 21 normal. Se ele se casar 
com uma mulher normal do ponto de vista citologi- 
co (e fenotfpico), ha alguma chance de que o casal 
tenha um filho com fenotipo anormal? 


X + 

Espermatozoides 

Y 


Ovocitos 


/\ 

x y x y 

0 

x*k y x + 

x + o 

(morrem) 

machos cinza 

X^X y Y 

YO 

femeas 

(morrem) 

amarelas 



Agora consideramos o cruzamento entre femeas 
com X ligado e corpo amarelo e os machos com 
cromossomo XY composto. Ambos os sexos produ¬ 
zem dois tipos de gametas - as femeas produzem os 
mesmos tipos acima, e os machos produzem XY ou 
nulo. Quando esses sao unidos de todas as manei¬ 
ras possfveis, observamos que dois tipos de zigotos 
sao viaveis: femeas de corpo amarelo com cromos¬ 
somos X ligados e machos de corpo cinza com um 
cromossomo XY composto. Os dois tipos dessa pro¬ 
le viavel sao ferteis. 


Resposta: Sim, o casal teria filhos com smdrome de 
Down em consequencia da segregagao meiotica 
no homem citologicamente anormal. Durante 
a meiose nesse homem, o cromossomo translo¬ 
cado, T(14, 21), fara sinapse com os cromosso¬ 
mos normais 14 e 21, formando um trivalente. 
A disjungao desse trivalente produz seis tipos di¬ 
ferentes de espermatozoides, quatro deles aneu- 
ploides. 
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14 e 21 


T(14,21) 


Euploide 


=rEuploide 


A fertilizagao de um ovocito contendo um cro- 
mossomo 14 e um cromossomo 21 por qualquer 
espermatozoide aneuploide produz um zigoto aneu- 
ploide, como mostra a tabela associada. Embora a 
trissomia ou monossomia do cromossomo 14 e a 
monossomia do cromossomo 21 sejam condigoes 
letais, a trissomia do cromossomo 21 nao e. Assim, 
e possfvel que o casal tenha um filho com smdrome 
de Down. 


Esperma- 


Disjuncao 

tozoide 

Zigoto 

Disturbio 

Resultado 

I 

21 

14,21,21 

monossomia 
do 14 

morre 


14, T(14, 
21) 

14,14, 
T(14, 21), 
21 

trissomia do 
14 

morre 

II 

14 

14,14, 21 

monossomia 
do 21 

morre 


T(14, 21), 
21 

14, T(14, 
21), 21, 21 

trissomia do 
21 

Down 

III 

14, 21 

14,14, 21, 
21 

euploide 

normal 


T(14, 21) 

14, T(14, 
21), 21 

—euploide 

normal 


Avaliagao adicional 


Entenda melhor e desenvolva a capacidade analftica 


. 

6.1 No cariotipo humano, o cromossomo X tern aproxi- 

C 

10 

5 

0 

madamente o mesmo tamanho de sete dos autosso- 

D 

10 

5 

0 

mos (denominado grupo C de cromossomos). Que 

AX B 

20 

0 

20 

procedimento poderia ser usado para distinguir o 

AX C 

15 

5 

5 

cromossomo X dos outros membros desse grupo? 

AX D 

15 

5 

5 

6.2 Em seres humanos, um cromossomo 22 citologi- 

C X D 

10 

0 

10 


camente anormal, denominado cromossomo Phi¬ 
ladelphia, nome da cidade em que foi descoberto, 
esta associado a leucemia cronica. Esse cromossomo 
perdeu parte do brago longo. Como voce indicaria 
o cariotipo de um indivfduo que tinha 46 cromos- 
somos nas celulas somaticas, entre eles um cromos¬ 
somo 22 normal e um cromossomo Philadelphia? 


(a) Deduzir a origem cromossomica da especie A. 

(b) Quantos bivalentes e univalentes voce esperaria ob- 
servar na metafase da meiose I em um hfbrido das 
especies CeB? 

(c) Quantos bivalentes e univalentes voce esperaria ob¬ 
server na metafase da meiose I em um hfbrido das 
especies DeB? 


6.3 Durante a meiose, por que alguns tetraploides se 
comportam de maneira mais regular que os triploi- 
des? 

6.4 A tabela a seguir apresenta dados dos cromosso- 
mos de quatro especies de vegetais e dos hfbridos 
da Fp 

Metafase da meiose I 

Numero de 
cromossomos 

Especie ou na extremidade Numero de Numero de 

hfbrido da ¥ l daraiz bivalentes univalentes 

A 20 10 0 ~ 

B 20 10 0 


6.5 Uma especie de vegetal A, cujos gametas tern sete 
cromossomos, foi cruzada com uma especie B apa- 
rentada, que tern nove. Os hfbridos foram estereis, 
e a observagao microscopica das celulas-maes de po- 
len nao mostrou pareamento de cromossomos. Uma 
parte de um dos hfbridos de crescimento vigoroso 
foi propagada vegetativamente, com a produgao de 
um vegetal que tinha 32 cromossomos em suas celu¬ 
las somaticas. Essa planta era fertil. Explique. 

6.6 Uma especie de vegetal X com n = 5 foi cruzada 
com uma especie aparentada Y com n- 7. O hi¬ 
brido da produziu apenas alguns graos de po- 
len, que foram usados para fertilizar as oosferas 
da especie Y. Esse cruzamento produziu algumas 
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plantas, todas com 19 cromossomos. Depois da 
autofertilizagao, os hibridos da ¥ l produziram al- 
gumas plantas da F 2 , cada uma delas com 24 cro¬ 
mossomos. Essas plantas tinham fenotipo diferen- 
te das duas especies originais e eram muito ferteis. 
Explique a sequencia de ocorrencias que produziu 
esses hibridos ferteis da F 0 . 

6.7 Identifique os fenotipos sexuais dos seguintes geno- 
tipos em seres humanos: XX, XV, XO, XXX, XXY, 
XYY 


cromossomo homologo com o qual essa sequencia 
faz sinapse tern sequencia 1236547 8. Que tipo 
de alteragao cromossomica ocorreu? Desenhe os 
cromossomos em sinapse. 

6.15 Outros cromossomos tern as seguintes sequencias: 
(a) 1 2 5 6 7 8; (b) 1 2 3 4 4 5 6 7 8; (c) 1 2 3 4 5 8 
7 6. Que tipo de alteragao cromossomica ocorreu 
em cada um? Ilustre o pareamento desses cromos¬ 
somos com um cromossomo cuja sequencia e 1 2 3 
4 5 6 7 8. 


6.8 Se houver nao disjungao do cromossomo 21 na di- 
visao de um ovocito secundario em uma mulher, 
qual e a chance de que um ovocito maduro deriva- 
do dessa divisao receba dois cromossomos 21? 

6.9 Uma femea de Drosophila homozigota para uma 
mutagao recessiva ligada ao X causadora de corpo 
amarelo foi cruzada com um macho de tipo selva- 
gem. Na prole, uma mosca tinha areas de pigmento 
amarelo em um corpo cinza. Essas areas amarelas 
eram distintamente masculinas, enquanto as areas 
cinza eram femininas. Explique o fenotipo peculiar 
dessa mosca. 

6.10 O quarto cromossomo de Drosophila e tao pequeno 
que as moscas monossomicas ou trissomicas para 
ele sobrevivem e sao ferteis. Varios genes, entre eles 
o eyeless ( ey ), foram localizados nesse cromossomo. 
Se uma mosca citologicamente normal homozigo¬ 
ta para uma mutagao eyeless (sem olhos) recessiva 
for cruzada com uma mosca monossomica para um 
quarto cromossomo de tipo selvagem, quais serao 
os tipos de prole produzidos? Em que proporgoes? 

6.11 Uma mulher com discromatopsia ligada ao X e sm- 
drome de Turner tinha um pai com discromatopsia 
e mae normal. A nao disjungao dos cromossomos 
sexuais ocorreu no pai ou na mae dessa mulher? 

6.12 Em seres humanos, a smdrome de Hunter e reco- 
nhecidamente uma caracterfstica ligada ao X com 
penetrancia completa. Na famflia A, dois indivf- 
duos de fenotipo normal tiveram um filho normal, 
uma filha com smdromes de Hunter e Turner, e um 
filho com smdrome de Hunter. Na famflia B, dois 
individuos de fenotipo normal tiveram duas filhas 
de fenotipo normal e um filho com smdromes de 
Hunter e Klinefelter. Na famflia C, dois individuos 
de fenotipo normal tiveram uma filha de fenotipo 
normal, uma filha com smdrome de Hunter e um 
filho com smdrome de Hunter. Explique, em cada 
famflia, a origem da crianga indicada em italico. 

6-13 Embora homens XYY tenham fenotipo normal, se- 
ria esperado que tivessem mais filhos com anorma- 
lidades dos cromossomos sexuais que homens XY? 
Explique. 

6-14 Em um cromossomo da glandula salivar de Droso¬ 
phila, a sequencia das bandas £1234567 8. O 


6.16 Em vegetais, os organismos heterozigotos para 
translocagao apresentam aborto de polen de cerca 
de 50%. Por que? 

6.17 Um cromossomo de um vegetal tern a sequencia 
A B C D E F e outro tern a sequencia M N O P Q 
R. Uma translocagao reciproca entre esses cro¬ 
mossomos produziu o seguinte arranjo: A B C P 
Q R em um cromossomo eMNODEFno ou¬ 
tro. Ilustre como seria o pareamento desses cro¬ 
mossomos translocados com os correspondentes 
normais durante a meiose em individuo hetero- 
zigoto. 

6.18 Em Drosophila , os genes bw e st estao localizados nos 
cromossomos 2 e 3, respectivamente. Moscas ho- 
mozigotas para mutagoes bw tern olhos castanhos, 
moscas homozigotas para mutagoes st tern olhos 
escarlate e moscas homozigotas para mutagoes bw 
e st tern olhos brancos. Machos duplamente hete¬ 
rozigotos foram cruzados individualmente com fe- 
meas homozigotas bw; st. Todos os cruzamentos, ex- 
ceto um, produziram quatro classes de prole: tipo 
selvagem, olhos castanhos, olhos escarlate e olhos 
brancos. A unica excegao produziu apenas prole de 
tipo selvagem e olhos brancos. Explique a natureza 
dessa excegao. 

6.19 Um menino de fenotipo normal tern 45 cromosso¬ 
mos, mas sua irma, que tern smdrome de Down, 
tern 46. Sugira uma explicagao para esse paradoxo. 

6.20 Qual e a diferenga entre um cromossomo compos- 
to e uma translocagao robertsoniana? 

6.21 Uma femea de Drosophila de corpo amarelo com 
cromossomos X ligados foi cruzada com um macho 
de olhos brancos. Os fenotipos de ambos os pais 
sao causados por mutagoes recessivas ligadas ao X. 
Preveja os fenotipos da prole. 

6.22 Um homem tern cromossomos 21 ligados. Sua mu¬ 
lher e citologicamente normal, qual e a chance de 
que o primeiro filho do casal tenha smdrome de 
Down? 

6.23 A analise dos cromossomos politenicos de tres po- 
pulagoes de Drosophila mostrou tres diferentes se¬ 
quencias de bandeamento em uma regiao do se- 
gundo cromossomo: 
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Populagao Sequencia de bandeamento 

PI 12345678910 

P2 12398765410 

P3_1 23985674 10 

Explique as relagoes evolutivas entre essas popula- 
goes. 

6.24 Cada uma de seis populagoes de Drosophila em dife- 
rentes regioes geograficas apresentava um arranjo 
de bandas especifico em um dos grandes autosso- 
mos: 

(a) 12345678 

(b) 12263478 

(c) 15432678 

(d) 14322678 

(e) 16223478 

(f) 154322678 


Suponha que o arranjo (a) seja o original. Em que 
ordem provavelmente surgiram os outros arranjos? 
Que tipo de aberragao cromossomica e responsavel 
por cada alteragao? 


6.25 O diagrama a seguir mostra dois pares de cromos- 
somos nos cariotipos de um homem, uma mulher e 
seu filho. O homem e a mulher tern fenotipo nor¬ 
mal, mas a crianga (um menino) tern uma sindro- 
me de anormalidades, entre elas controle motor 
deficiente e comprometimento mental grave. Qual 
e a base genetica do fenotipo anormal da crianga? 
A crianga e hiperploide ou hipoploide para um seg- 
mento de um de seus cromossomos? 


r\ 

E3 





Mae 


r\ r\ 



v7 

Pai 



Crianga 


6.26 Um camundongo de sexo masculino heterozigoto 
para uma translocagao reciproca entre o cromosso- 
mo X e um autossomo e cruzado com uma femea 
de cariotipo normal. O autossomo que sofreu trans¬ 
locagao tern um gene responsavel pela coloragao da 
pelagem. O alelo no autossomo translocado do ma¬ 
cho e de tipo selvagem, e o alelo no autossomo nao 
translocado e mutante; no entanto, como o alelo 
selvagem e dominante em relagao ao mutante, a 
pelagem do macho e de tipo selvagem (cor escura). 


A femea tern pelagem clara porque e homozigota 
para o alelo mutante do gene determinante da cor. 
Quando a prole do cruzamento e examinada, todos 
os machos tern pelagem clara e todas as femeas tern 
areas de pelagem clara e escura. Explique esses re- 
sultados peculiares. 

6.27 Em Drosophila , os genes autossomicos cinnabar ( cn) 
e castanho (bw) controlam a produgao dos pigmen- 
tos castanho e vermelho dos olhos, respectivamen- 
te. Moscas homozigotas para mutagoes cinnabar 
tern olhos vermelho brilhantes, moscas homozi¬ 
gotas para mutagoes brown tern olhos castanhos 
e moscas homozigotas para mutagoes nesses dois 
genes tern olhos brancos. Um macho homozigoto 
para mutagoes nos genes cn e bw tern olhos ver¬ 
melho brilhantes porque uma pequena duplica- 
gao que tern o alelo selvagem de bw (bw + ) e fixada 
ao cromossomo Y. Se esse macho for cruzado com 
uma femea de cariotipo normal homozigota para 
as mutagoes cn e bw, que tipos de prole serao pro- 
duzidos? 

6.28 Em Drosophila, as mutagoes de asas vestigiais ( vg ), 
corpo piloso (h) e ausencia de olhos ( ey ) sao reces- 
sivas nos cromossomos 2, 3, e 4, respectivamente. 
Os machos de tipo selvagem tratados com raios X 
foram cruzados com femeas triplamente homozigo¬ 
tas recessivas. Os machos da (todos com fenoti¬ 
po selvagem) foram submetidos a cruzamento-teste 
com femeas homozigotas recessivas. A maioria dos 
machos da produziu oito classes de prole em 
proporgoes aproximadamente iguais, como seria 
esperado se houvesse distribuigao independen- 
te dos genes vg, h e ey. No entanto, um macho da 
Fj so produziu quatro classes de prole, cada uma 
delas representando cerca de um quarto do total: 
(1) tipo selvagem, (2) sem olhos, (3) asas vestigiais, 
corpo piloso e (4) asas vestigiais, corpo piloso, sem 
olhos. Que tipo de aberragao cromossomica tern o 
macho excepcional da ¥ x e que cromossomos fo¬ 
ram implicados? 

6.29 O exame citologico dos cromossomos sexuais de 
um homem mostrou que ele tern uma transloca¬ 
gao para insergao. Um pequeno segmento foi de- 
letado do cromossomo Y e inserido no brago curto 
do cromossomo X; esse segmento contem o gene 
responsavel pela diferenciagao do macho (SRY) . Se 
esse homem casar com uma mulher de cariotipo 
normal, que tipos de prole tera o casal? 


Genomica na Web em http://www .ncbi.nlm.nih.gov 

1. Muitas plantas agricolas sao poliploides. Qual foi o Dica: No site, clique em Genomes and Maps, depois em 
progresso no sequenciamento dos genomas poliploi- Genome Project e, por fim, em Plant Genomes . Encontre 

des da soja ( Glycine max), trigo ( Triticum aestivum) e cada especie e leia sobre as tentativas permanentes de 

batata ( Solanum tuberosum j? setfCtenciamentfTdo DNA. 
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2. Quando triplicado, o cromossomo 21, o menor dos 
autossomos no genoma humano, causa a smdrome de 
Down. Quantos pares de nucleotidios estao presentes 
nesse cromossomo? Quantos genes ele contem? 

Dica: Use o Map Viewer para encontrar o cromossomo 21 
e deteraiinar seu tamanho e conteudo genico. 

3. O gene da protema precursora de amiloide, APP, esta 
localizado no cromossomo humano 21. Essa protema 
parece ter um papel importante na etiologia da doenga 
de Alzheimer. Localize o gene APP no idiograma do cro¬ 
mossomo 21 humano. Em que banda ele esta localizado? 

Dica: Pesquise o APP usando a fungao “Find in This 
View”. Clique no gene destacado para descobrir mais in- 
formagoes sobre ele. 


4. O cromossomo 21, assim como alguns outros cromos¬ 
somos no genoma humano, tern constrigoes secun- 
darias e uma constrigao primaria, situada no centro- 
mero. O material distal a constrigao secundaria - isto 
e, afastado do centromero em diregao a extremidade 
mais proxima do cromossomo - e denominado sate- 
lite. Encontre a constrigao secundaria e o satelite no 
ideograma do cromossomo 21. 

5. As constrigoes secundarias em alguns cromossomos 
contem genes para o RNA ribossomico. Isso ocorre no 
cromossomo 21 humano? 

Dica: Use a fungao Map Viewer para examinar o ideogra¬ 
ma do cromossomo 21. Pesquise os genes de RNA ribos- 
somicos usando a fungao “Find in This View”. 
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Ligagao, recombinagao e crossing over 
Mapeamento cromossomico 
Mapeamento citogenetico 
Analise de ligagao em seres humanos 
Recombinagao e evolugao 


Primeiro mapa cromossomico 
do mundo 

A imagem moderna da organizagao dos cromossomos surgiu de 
uma combinagao de estudos geneticos e citologicos. T. H. Mor¬ 
gan estabeleceu os alicerces para esses estudos quando mostrou 
que o gene para olhos brancos em Drosophila estava localizado 
no cromossomo X. Logo depois, os alunos de Morgan mostraram 
que outros genes estavam ligados ao X e, por fim, conseguiram 
localizar cada um desses genes em urn mapa do cromossomo. Esse 
mapa era uma linha reta, na qual cada gene estava situado em 
determinado ponto, ou locus (Figura 7.1). Portanto, a estrutura 
do mapa indicava que um cromossomo era um simples arranjo 
linear de genes. 

O metodo de mapeamento dos cromossomos foi inventado 
por Alfred H. Sturtevant, aluno de graduagao que trabalhava no 
laboratorio de Morgan. Uma noite, em 1911, Sturtevant pos de 
lado o dever de algebra para avaliar alguns dados experimentais. 
Antes que o sol nascesse no dia seguinte, ele havia construido o 
primeiro mapa cromossomico do mundo. Como Sturtevant conse- 
guiu determinar as localizagoes de cada gene no mapa? Nenhum 
microscopio era suficientemente eficiente para ver os genes, nem 
havia aparelho preciso o bastante para medir as distancias entre 
eles. Na verdade, Sturtevant nao usou instrumentos sofisticados 
em seu trabalho, apenas empregou a analise de dados de cruza- 
mentos experimentais com Drosophila. Seu metodo era simples 
e refinado, e ele explorou um fenomeno que ocorre com regu- 
laridade durante a meiose. Essa metodologia criou as condigoes 
para todas as tentativas subsequentes de estudar a organizagao 
de genes em cromossomos. 



A ligagao entre genes foi descoberta pela primeira vez em experi- 
mentos com ervilhas-de-cheiro. 
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Ligagao, recombinagao e crossing over 


Os genes que estao no mesmo cromossomo seguem 
juntos na meiose; no entanto, os alelos de genes ligados 
podem ser recombinados por crossing over. 

Sturtevant baseou seu metodo de mapeamento no princi- 
pio de que genes situados no mesmo cromossomo devem 
ser herdados juntos. Como esses genes estao fisicamente 
ligados a mesma estrutura, devem seguir unidos durante 



y (corpo amarelo) 
sc (cerdas em escudo) 
w (olhos brancos) 

N (asas entalhadas) 

ec (olhos equinos) 
rb (olhos rubi) 


cvfasas sem nervuras transversals) 


ct (asas cortadas) 
sn (cerdas chamuscadas) 


t (corpo bronze) 

Iz (olhos losango) 

ras (olhos de framboesa) 
v (olhos vermelhao) 
m (asas em minlatura) 

s (corpo negro) 
g (olhos granada) 


sd (asas de bordas irregulares) 

r (asas rudlmentares) 
f (cerdas bifurcadas) 

B (olhos em barra) 

car (olhos carnacao) 

bb (cerdas curtas) 

Centromero 


31 FIGURA 7.1 Mapa de genes no cromossomo X de Drosophila me- 
lanogaster. 


a meiose. Esse fenomeno e denominado ligagao. Os pri- 
meiros geneticistas nao tinham certeza sobre a natureza 
da ligagao, mas alguns deles, inclusive Morgan e seus alu- 
nos, acreditavam que os genes estavam ligados uns aos 
outros como as contas de um cordao. Assim, e logico que 
esses pesquisadores tinham em mente um modelo linear 
de organizagao dos cromossomos. 

Os primeiros geneticistas tambem sabiam que a liga¬ 
gao nao era absoluta. Os dados experimentais mostravam 
que genes no mesmo cromossomo poderiam ser separa- 
dos durante a meiose e que novas combinagoes de genes 
poderiam surgir. Contudo, era dificil explicar esse feno¬ 
meno, denominado recombinagao, pela teoria genetica 
simples. 

Uma hipotese afirmava que, durante a meiose, quan- 
do havia pareamento dos cromossomos homologos, uma 
troca fisica de material separava e recombinava os genes. 
Essa ideia foi inspirada pela observagao citologica de que 
era possivel ver os cromossomos em configuragoes de pa¬ 
reamento que sugeriam a permuta de fragmentos entre 
eles. Nos pontos de permuta, os dois homologos cruza- 
vam-se como se cada um deles tivesse sido quebrado e, 
depois, fixado ao outro. Um ponto de cruzamento ( cros¬ 
sing over point) foi denominado quiasma, palavra derivada 
do grego que significa “cruz”. Os geneticistas comegaram 
a usar o termo crossing oven* para descrever o processo que 
criava os quiasmas - isto e, o processo real de troca entre 
cromossomos pareados. Eles conclufram que a recombi¬ 
nagao - a separagao de genes ligados e a formagao de no¬ 
vas combinagoes genicas - era consequencia do processo 
fisico de crossing over. 

EVIDENCIAS INICIAIS DA LIGACAO E 
RECOMBINAGAO 

Algumas das primeiras evidencias da ligagao vieram de 
experimentos realizados por W. Bateson e R. C. Punnett 
(Figura 7.2). Esses pesquisadores cruzaram variedades de 
ervilhas-de-cheiro com duas caracterfsticas diferentes, 
cor das flores e comprimento do polen. Plantas de flores 
vermelhas e graos de polen longos foram cruzadas com 
plantas de flores brancas e graos de polen curtos. Todas 
as plantas da ¥ l tiveram flores vermelhas e graos de polen 
longos, indicando que os alelos para esses dois fenotipos 
eram dominantes. Quando as plantas da ¥ l foram auto- 
fertilizadas, Bateson e Punnett observaram uma distribui- 
gao peculiar de fenotipos na prole. Em vez da proporgao 
9:3:3:1 esperada para dois genes de distribuigao inde- 
pendente, obtiveram uma proporgao de 24,3:1,1:1:7,1. 
Podemos ver o grau de discordancia entre os resultados 
observados e os resultados esperados na parte inferior da 
Figura 7.2. Entre as 803 plantas da F 9 examinadas, as clas¬ 
ses semelhantes aos pais originais (classes parentais) sao 
super-representadas e as duas outras classes (nao paren¬ 
tais) sao sub-representadas. Em vista dessas discrepancias 
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Flores vermelhas Flores brancas 

Graos de polen longos Graos de polen curtos 


P 


Fi 



Flor da ervilha- 
de-cheiro 
X 



Graos de polen 




x 

Flores vermelhas r* 
Graos de polen longos 


f 2 



Flor vermelha 
Graos de polen 
longos 



Flores vermelhas Flores brancas 
Graos de polen Graos de polen 
curtos longos 



Flores brancas 
Graos de polen 
curtos 



(Parentais) 

(Nao parentais) 

(Nao parentais) 

(Parentais) 

Observados 

583 

26 


24 

170 

Esperados 

451,6 

150,6 


150,6 

50,2 

(Obs.-Esp.) 2 

Esp. 

= 38,2 + 

= 533,6 

103,1 

+ 

106,4 + 

285,9 


■ FIGURA 7.2 Experimento de Bateson e Punnett com ervilhas-de-cheiro. Os resultados na F 2 indicam que nao ha distribuigao independente 
dos genes para cor das flores e comprimento do grao de polen. 


obvias, e quase desnecessario calcular o qui-quadrado 
para testar a hipotese de distribuigao independente das 
duas caracteristicas, cor das flores e comprimento do 
grao de polen. Evidentemente, eles nao fizeram isso. To- 
davia, inclufmos o calculo do qui-quadrado na Figura 7.2 
apenas para mostrar o quanto os resultados observados 
discordam dos resultados esperados. O valor do qui-qua¬ 
drado e enorme - muito acima de 7,8, que e o valor criti- 
co para uma distribuigao de qui-quadrado com tres graus 
de liberdade (ver Tabela 3.2). Consequentemente, preci- 
samos rejeitar a hipotese de distribuigao independente 
dos genes que determinam a cor das flores e o compri¬ 
mento do grao de polen. 

Bateson e Punnett apresentaram uma explicagao com- 
plexa para seus resultados, mas que se mostrou errada. A 
explicagao correta para a ausencia de distribuigao inde¬ 
pendente nos dados e que os genes para cor das flores e 
comprimento do polen estao localizados no mesmo cro- 
mossomo, isto e, estao ligados. Essa explicagao e apresen- 
tada no diagrama da Figura 7.3. Os alelos dos genes da cor 
das flores sao R (vermelha) e r (branca), e os alelos do 
gene do comprimento do polen sao L (longo) e l (curto); 
os alelos Re L sao dominantes. (Observe que, por moti- 
vos historicos, os simbolos dos alelos sao derivados dos 
fenotipos dominantes, e nao dos recessivos.) Como os 


genes que determinam a cor das flores e o comprimen¬ 
to do polen estao ligados, esperamos que as plantas da 
F x produzam dois tipos de gametas, RLerl No entanto, 
as vezes havera um crossing over entre os dois genes e seus 
alelos serao recombinados, produzindo dois outros tipos 
de gametas, RlerL. E claro que afrequenciadesses dois 
tipos de gametas recombinantes depende da frequencia 
de crossing over entre os dois genes. 

Bateson e Punnett poderiam ter proposto essa explica¬ 
gao se tivessem realizado um cruzamento-teste em vez de 
um intercruzamento na F r Com um cruzamento-teste, 
a prole revelaria diretamente os tipos de gametas pro- 
duzidos por plantas da F 1 duplamente heterozigotas. 
A Figura 7.4 apresenta a analise desse cruzamento-teste. 
Ervilhas-de-cheiro da F 1 duplamente heterozigotas foram 
cruzadas com plantas homozigotas para os alelos reces¬ 
sivos de ambos os genes. Entre os 1.000 organismos da 
prole, 920 assemelham-se a uma das linhagens parentais 
e os outros 80 sao recombinantes. Portanto, a frequencia 
da prole recombinante produzida pelas plantas hetero¬ 
zigotas da Fj e de 80/1.000 = 0,08. Como esse e um cru¬ 
zamento-teste, 0,08 tambem e a frequencia de gametas 
recombinantes produzidos pelas plantas heterozigotas da 
F r Podemos usar essa frequencia, geralmente denomi- 
nada frequencia de recombinagao , para medir a intensida- 
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■ FIGURA 7.3 Hipotese de ligagao entre os genes para cor das flores 
e comprimento do polen em ervilhas-de-cheiro. Nas plantas da F v 
os dois alelos dominantes, Re L, dos genes estao situados no mesmo 
cromossomo; seus alelos recessivos, re l, estao situados no cromos- 
somo homologo. 


R L r I 

Fi CXZHD CEZZD 

r / X r I 
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polen longo polen curto 
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80 
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■ FIGURA 7.4 Cruzamento-teste da ligagao entre genes na ervi- 
Iha-de-cheiro. Como a prole recombinante na F 2 representa 8% do 
total, ha ligagao estreita entre os genes que determinam a cor das 
flores e o comprimento do polen. 


de de ligagao entre genes. Os genes com ligagao estreita 
raramente se recombinam, enquanto os genes com liga¬ 
gao frouxa recombinam-se com frequencia. Aqui a fre¬ 
quencia de recombinagao e bastante baixa. Isso significa 
que o crossing over entre os dois genes e muito raro. 

A frequencia de recombinagao de dois genes quais- 
quer nunca e maior que 50%. Esse limite maximo e 
alcangado quando os genes estao em cromossomos di- 
ferentes; a recombinagao de 50% e, na verdade, o que 
ocorre quando dizemos que ha distribuigao indepen- 
dente dos genes. Por exemplo, suponhamos que os ge¬ 
nes A e B estejam em cromossomos diferentes e que um 
individuo AA BB seja cruzado com um individuo aa bb. 
Depois, faz-se o cruzamento-teste da prole Aa Bb desse 
cruzamento com o genitor recessivo duplo. Em razao 
da distribuigao independente dos genes A e B, a F 2 sera 
composta de duas classes (Aa Bb e aa bb ), cujos fenotipos 
sao iguais aos dos pais no cruzamento original, e de duas 
classes (Aa bbe aaBb), com fenotipo recombinante. Alem 
disso, cada classe da F 2 ocorrera com uma frequencia de 
25% (ver Figura 5.7). Assim, a frequencia total de prole 
recombinante de um cruzamento-teste de dois genes em 
cromossomos diferentes sera de 50%. Uma frequencia 
de recombinagao inferior a 50% significa que os genes 
estao ligados no mesmo cromossomo. 

Os cruzamentos de genes ligados geralmente sao apre- 
sentados em diagrama para mostrar a fase de ligagao - a 
disposigao dos alelos em indivlduos heterozigotos (Figu¬ 
ra 7.5). No experimento de Bateson e Punnett com ervi¬ 
lhas-de-cheiro, as plantas heterozigotas da F 1 receberam 
dois alelos dominantes, R e L, de um genitor e dois alelos 
recessivos, re/, do outro. Assim, escrevemos o genotipo 
dessas plantas R L/r /, em que a barra (/) separa os alelos 
herdados de cada genitor. Outra maneira de interpretar 
essa simbolizagao e dizer que os alelos a esquerda e a direi- 
ta da barra entraram no genotipo em diferentes cromosso¬ 
mos homologos, um de cada genitor. Sempre que todos os 
alelos dominantes estao de um lado da barra, como nesse 
exemplo, o genotipo tern a fase de ligagao de acoplamento. 
Quando os alelos dominantes e recessivos estao divididos 
nos dois lados da barra, como em R l/r L, o genotipo tern 
a fase de ligagao de repulsao . Esses termos possibilitam dis- 
tinguir os dois tipos de heterozigotos duplos. 

CROSSING OVER COMO BASE FISICA 
DA RECOMBINAGAO 

Os gametas recombinantes sao produzidos em conse- 
quencia do crossing cruer entre cromossomos homologos. 


Heterozigoto 
em acoplamento 


Heterozigoto 
em repulsao 


R L R I 

( i I ) CEZZD 


r / r L 

C ti . li .) CEZZO 

■ FIGURA 7.5 Fases de ligagao de acoplamento e repulsao em hete¬ 
rozigotos duplos. 
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Quatro produtos da meiose 



Cromossomo 
nao recombinante 




A B 


m: 


Cromossomo 

recombinante 

Cromossomo 

recombinante 



Cromossomo 
nao recombinante 



m FIGURA 7.6 Crossing over como base da recombinagao entre genes. A permuta entre cromossomos pareados durante a meiose produz cro- 
mossomos recombinantes no fim da meiose. 


Nesse processo ha permuta fisica entre os cromossomos, 
como mostra a Figura 7 .6. A permuta ocorre durante a pro- 
fase da primeira divisao meiotica, depois do pareamento 
dos cromossomos duplicados. Embora haja quatro croma- 
tides homologas, formando uma tetrade, apenas duas par- 
dcipam do crossing over em determinado ponto. Cada uma 
dessas cromatides e quebrada no local do crossing over, e os 
fragmentos se fixam novamente, produzindo os recombi¬ 
nantes. As outras duas cromatides nao sao recombinantes 
nesse local. Portanto, cada crossing produz duas croma¬ 
tides recombinantes de um total de quatro. 


Observe que apenas duas cromatides participam da 
permuta em determinado ponto. Mas pode haver crossing 
over das outras duas cromatides em outro ponto. Assim, 
existe a possibilidade de multiplas permutas em uma te¬ 
trade de cromatides (Figura 7.7). Por exemplo, pode haver 
duas, tres ou ate quatro permutas separadas, habitualmen- 
te denominadas crossing overs duplo, triplo ou quadruplo. 
(Iremos comentar o significado genetico dessas permutas 
adiante neste capitulo.) Observe, porem, que uma permu¬ 
ta entre cromatides-irmas nao produz recombinantes ge- 
neticos porque as cromatides-irmas sao identicas. 



C Crossing over 
quadruplo 




D Crossing over 
entre 

cromatides-irmas 



A 

B 

r~T~n 

ID 

A 

B 

crcEn: 

_ D 



m FIGURA 7.7 Consequencias de multiplas permutas entre cromossomos e da permuta entre cromatides-irmas durante a profase I da meiose. 
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Qual e o responsavel pela quebra de cromatides du¬ 
rante o crossing over? As quebras sao causadas por enzimas 
que atuam no DNA das cromatides. As enzimas tambem 
sao responsaveis pelo reparo dessas quebras, isto e, pela 
refixagao dos fragmentos a outra cromatide. Apresenta- 
remos os detalhes moleculares desse processo no Capf- 
tulo 13. 

EVIDENCIAS DE QUE O CROSSING OVER 
CAUSA RECOMBINAgAO 

Em 1931, Harriet Creighton e Barbara McClintock obti- 
veram evidencias de que a recombinagao genetica estava 
associada a troca de material entre cromossomos. Crei¬ 
ghton e McClintock estudaram cromossomos homologos 
morfologicamente distingufveis em milho. O objetivo era 
determinar se havia correlagao entre a permuta fisica en¬ 
tre esses homologos e a recombinagao entre alguns dos 
genes presentes neles. 

Havia duas formas de cromossomo 9 dispomveis para 
analise; uma era normal, e a outra tinha aberragoes cito- 
logicas em cada extremidade — um knob heterocromatico 
em uma extremidade e um trecho de um cromossomo 
diferente na outra (Figura 7.8). Essas duas formas de cro¬ 
mossomo 9 tambem foram marcadas geneticamente para 
detec tar a recombinagao. Um gene marcador controlava 
a cor do grao (C, colorido; c, incolor), e o outro controla¬ 
va a textura do grao ( Wx, amilaceo; wx, cereo). Creighton 
e McClintock realizaram o seguinte cruzamento-teste: 



Depois, examinaram a prole recombinante para pes- 
quisar indfcios de permuta entre as duas formas diferentes 
de cromossomo 9. Os resultados mostraram que os recom- 
binantes C Wx e cwx tinham um cromossomo com apenas 
um dos marcadores citologicos anormais; o outro marca¬ 
dor anormal havia sido evidentemente perdido por per¬ 
muta com o cromossomo 9 normal na geragao anterior: 



Esses achados eram um forte indicio de que a causa 
da recombinagao era uma permuta fisica entre cromos¬ 
somos pareados. 


Estrutura Estrutura 

anormal normal 



Knob 

heterocromatico 


Marcadores! 
geneticos | 


Trecho 
de outro 
cromossomo 


Wx 


■ figura 7.8 Duas formas de cromossomo 9 no milho usadas nos 
experimentos de Creighton e McClintock. 


QUIASMAS E O MOMENTO DO 
CROSSING OVER 

As evidencias citologicas do crossing over sao observadas 
no final da profase da primeira divisao meiotica, quando 
e possfvel ver claramente os quiasmas. Nesse momento, 
os cromossomos pareados repelem-se ligeiramente, man- 
tendo contato proximo apenas no centromero e em cada 
quiasma (Figura 7.9). Essa separagao parcial torna possfvel 
contar com precisao os quiasmas. Como seria de se espe- 
rar, os cromossomos grandes geralmente tern mais quias¬ 
mas que os cromossomos pequenos. Assim, o numero de 
quiasmas e aproximadamente proporcional ao compri- 
mento do cromossomo. 

O surgimento de quiasmas no fim da primeira profa¬ 
se meiotica poderia significar que e nesse momento que 
ocorre o crossing over. No entanto, dados de diferentes 
experimentos sugerem que o crossing over ocorre antes. 
Alguns desses experimentos usaram choque termico 
para alterar a frequencia de recombinagao. Quando os 



■ FIGURA 7.9 Dipldteno da meiose no macho do gafanhoto Chorthip - 
pus parallels. Ha oito autossomos bivalentes e um cromossomo X 
univalente. Cada um dos quatro bivalentes menores tern um quiasma. 
Os demais bivalentes tern dois a cinco quiasmas. 
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choques termicos foram administrados no fim da profa- 
se, o efeito foi mfnimo, mas quando administrados mais 
cedo, a frequencia de recombinagao foi modificada. As- 
sim, o processo responsavel pela recombinagao, o crossing 
over ; ocorre no inicio da profase meiotica. Outros dados 
provem de estudos moleculares sobre o momento da sm- 
tese de DNA. Embora quase todo o DNA seja sintetizado 
durante a interfase que precede o inicio da meiose, uma 
pequena quantidade e produzida durante a primeira 
profase meiotica. Essa smtese limitada de DNA foi inter- 
pretada como parte de um processo de reparo das cro¬ 
matides fraturadas, que, como ja comentamos, parece es- 
tar associado ao crossing over. Experiments com controle 
rigoroso dos estagios mostraram que essa smtese de DNA 
ocorre do inicio ao meio da profase, nunca depois disso. 
Portanto, os dados acumulados sugerem que o crossing 
over ocorre do inicio ao meio da profase, muito antes que 
se possam ver os quiasmas. 

O que, entao, sao os quiasmas e o que significam? A 
maioria dos geneticistas acredita que os quiasmas sao 
apenas vestfgios do processo real de permuta. As cromati- 
des em que houve permuta provavelmente permanecem 


entrelagadas durante a maior parte da profase. Por fim, 
esses entrelagados se desfazem, as cromatides separam-se 
pelo fuso mitotico e vao para polos opostos da celula. 
Portanto, cada quiasma provavelmente representa um 
entrelagado criado por um processo de crossing over mais 
cedo na profase. 

Mas por que existem esses entrelagados? Muitos gene¬ 
ticistas acreditam que os entrelagados criados pelo cros¬ 
sing over sao uma maneira de man ter unidos os membros 
de um bivalente durante a profase I. A profase I e prolon- 
gada em alguns organismos. Nas mulheres, por exemplo, 
pode durar ate 40 anos. Sem crossing overs , os homologos 
pareados poderiam separar-se acidentalmente durante 
esse longo perfodo, o que interferiria na disjungao du¬ 
rante a anafase subsequente. Erros na disjungao dos cro- 
mossomos durante a primeira divisao meiotica acabariam 
por produzir gametas aneuploides. Portanto, o crossing 
over parece ser um mecanismo para man ter unidos os ho¬ 
mologos pareados de modo que, quando houver divisao, 
os homologos sejam distribufdos corretamente entre as 
celulas-filhas. Assim, a possibilidade de nao disjungao e 
reduzida ao mmimo e evita-se a aneuploidia nos gametas. 


PONTOS ESSENCIAIS 


A ligagao entre genes e detectada pelo desvio do esperado de acordo com o principio de distribui- 
gao independent de Mendel 

A frequencia de recombinagao mede a intensidade da ligagao genica. Na ausencia de ligagao, 
essa frequencia e de 50 %; na ligagdo muito estreita, e de quase zero 

A recombinagao e causada por permuta fisica entre cromossomos homologos pareados no inicio 
da profase da primeira divisao meiotica , depois da duplicagao dos cromossomos 
Em um ponto qualquer ao longo de um cromossomo, so participam do processo de permuta 
(crossing over) duos das quatro cromatides de uma tetrade meiotica 

No fim da profase I, os crossing overs tomam-se visweis como quiasmas. 


Mapeamento cromossomico 

E possfvel mapear genes ligados em um cromossomo pelo 
estudo da frequencia de recombinagao de seus alelos. 

O crossing over durante a profase da primeira divisao 
meiotica tern dois resultados observaveis: 

1. Formagao de quiasmas no final da profase. 

2, Recombinagao entre genes em lados opostos do ponto 
de crossing over. 

O segundo resultado, porem, so e visto na proxima ge- 
ragao, quando sao expressos os genes nos cromossomos 
recombinantes. 

Os geneticistas constroem mapas cromossomicos por 
contagem do numero de crossing overs que ocorrem duran¬ 
te a meiose. No entanto, como e impossfvel ver o numero 
real de crossing overs , nao e possfvel conta-los diretamente. 
Em vez disso, e preciso estimar o numero de crossing overs 
pela contagem dos quiasmas ou dos cromossomos recom¬ 
binantes. Os quiasmas sao contados por analise citologica, 


enquanto os cromossomos recombinantes sao contados 
por analise genetica. Antes de prosseguirmos, e essencial 
definir o que e distancia em um mapa cromossomico. 

CROSSING OVER COMO MEDIDA DE 
DISTANCIA GENETICA 

A descoberta fundamental de Sturtevant foi estimar a dis¬ 
tancia entre pontos em um cromossomo pela contagem 
do numero de crossing overs entre eles. Deve haver mais 
crossing overs entre pontos distantes que entre pontos 
proximos. E preciso, porem, compreender o significado 
estatistico do numero de crossing overs. A chance de cros¬ 
sing over entre dois pontos em determinada celula pode 
ser baixa, mas em uma grande populagao de celulas, e 
provavel que esse crossing over ocorra varias vezes simples- 
mente porque ha muitas oportunidades independentes. 
Assim, a quantidade que realmente precisamos medir e 
o numero medio de crossing overs em determinada regiao 
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100 ovogonias 


'CC',..>r 


' 97 98 99 100 



A 


Cromossomos isolados da meiose em gametas 
B a B a b 



B 



Ausenciade Crossing over Crossing over Crossing 
crossing over simples duplo over triplo 

70 20 8 2 

Total 

100 


Numero medio de crossing overs entre A e B = 

»x© * >*(§) *2 x(4) * 0.42 

■ FIGURA 7.10 Calculo do numero medio de crossing overs entre ge¬ 
nes nos cromossomos isolados da meiose. 


cromossomica. As distancias no mapa genetico sao, na 
verdade, baseadas nessas medias. Essa ideia e importante 
o bastante para justificar uma defini^ao formal: a distan- 
cia entre dois pontos no mapa genetico de um cromossomo e o 
numero medio de crossing overs entre eles. 

Uma maneira de compreendermos essa definigao e 
considerar 100 ovogonias em meiose (Figura 7.10). Em al- 
gumas celulas, nao havera crossing overs entre os locais A e 
B; em outras, havera um, dois ou mais crossing overs entre 
esses loci. No fim da meiose, havera 100 gametas, cada 
um deles contendo um cromossomo com zero, um, dois 
ou mais crossing overs entre AeB . Estimamos a distancia 
no mapa genetico entre esses loci calculando o numero 
medio de crossing overs nessa amostra de cromossomos. O 
resultado desses dados na Figura 7.10 e 0,42. 

Na pratica, nao e possivel “ver” cada ponto de permu- 
ta nos cromossomos que saem da meiose. Em vez disso, 
deduzimos sua existencia observando a recombina^ao 
dos alelos ao seu lado. Um cromossomo no qual houve 
recombinagao de alelos surgiu obrigatoriamente por cros¬ 
sing over. Portanto, a contagem de cromossomos recombi- 
nantes e uma maneira de contar os pontos de crossing over. 

MAPEAMENTO DE RECOMBINA^AO COM 
UM CRUZAMENTO-TESTE DE DOIS PONTOS 

Para ilustrar a tecnica de mapeamento, consideremos 
o cruzamento-teste de dois pontos na Figura 7.11. As fe- 
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B FIGURA 7.11 Experimento com dois genes ligados, vg (asas vesti¬ 
giais) e b (corpo preto), em Drosophila. 


meas de Drosophila de tipo selvagem foram cruzadas com 
machos homozigotos para duas mutagoes autossomicas 
- vestigial (vg), que produz asas curtas, e black ( b ), que 
produz corpo preto. Todas as moscas da Fj tinham asas 
longas e corpos cinza; assim, os alelos selvagens (vg + e b + ) 
sao dominantes. Em seguida, fez-se o cruzamento-teste 
das femeas da F } com machos de corpo preto e asas cur¬ 
tas, e a prole da F 2 foi classificada por fenotipo e contada. 
Como mostram os dados, ha quatro classes fenotipicas, 
duas abundantes e duas raras. As classes abundantes ti¬ 
nham o mesmo fenotipo que os pais originais, e as classes 
raras tinham fenotipo recombinante. Sabemos que os ge- 
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nes vestigial e black estao ligados porque os recombinan- 
tes sao muito menos de 50% da prole total. Portanto, e 
obrigatorio que esses genes estejam no mesmo cromos- 
somo. Para determinar a distancia entre eles, e preciso 
estimar o numero medio de crossing overs nos gametas 
das femeas heterozigotas duplas da F r Podemos fazer 
isso calculando a frequencia de moscas recombinantes 
na F 2 e observando que cada mosca desse tipo herdou 
um cromossomo em que houve um crossing over entre vg 
e b. Portanto, o numero medio de crossing overs em toda a 
amostra da prole e 

nao recombinantes recombinantes 

(0) X 0,82 + (1) X 0,18 = 0,18 

Nessa expressao, o numero de crossing overs em cada clas- 
se de moscas esta entre parenteses; o outro numero e a 
frequencia dessa classe. Obviamente, a prole nao recom- 
binante nao acrescenta cromossomos em crossing over aos 
dados, mas nos a incluimos no calculo para enfatizar que 
e preciso calcular o numero medio de crossing overs usan- 
do todos os dados, nao so os dados dos recombinantes. 

Essa analise simples indica que, em media, 18 de 
100 cromossomos isolados da meiose tinham um crossing 
over entre vg e b. Assim, vg e b estao separados por 18 
unidades de mapa genetico. As vezes, os genedcistas cha- 
mam a unidade de mapa de centiMorgan, abreviado como 
cM, em homenagem a T. H. Morgan; 100 cendMorgans 
correspondem a um Morgan (M). Portanto, podemos di- 
zer que vg e b estao distantes 18 cM (ou 0,18 M). Note 
que a distancia no mapa e igual a frequencia de recom- 
binagao, escrita na forma de porcentagem. Mais tarde, 
veremos que, quando se aproxima de 0,5, a frequencia 
de recombinagao subestima a distancia no mapa. Teste 
sua compreensao dos principios do mapeamento de re¬ 
combinagao acompanhando o exercfcio do Boxe Resol- 
va!: Mapeamento de dois genes com dados do cruzamen- 
to-teste. 

MAPEAMENTO DE RECOMBINAGAO 
COM UM CRUZAMENTO-TESTE DE 
TRES PONTOS 

Tambem podemos usar o mapeamento de recombinagao 
com dados dos cruzamentos-teste com participagao de 
mais de dois genes. A Figura 7.12 ilustra um experimento 
de C. B. Bridges e T. M. Olbrycht, que cruzaram machos 
de Drosophila de tipo selvagem com femeas homozigotas 
para tres mutagoes recessivas ligadas ao X - cerdas scute 
(em escudo [sc]), olhos echinus (equinos \_ec\) e asas cros¬ 
sveinless (sem nervuras transversais [a;]). Em seguida, in- 
tercruzaram a prole da para produzir moscas F 2 , que 
classificaram e contaram. Observamos que as femeas da 
F x nesse intercruzamento tinham as tres mutagoes reces¬ 
sivas em um de seus cromossomos X e os alelos selvagens 
dessas mutagoes no outro cromossomo X. Alem disso, 
os machos da ¥ l tinham as tres mutagoes recessivas no 
unico cromossomo X. Assim, esse intercruzamento foi 
equivalente a um cruzamento-teste no qual os tres genes 


Resolva! 


Mapeamento de dois genes com dados do 
cruzamento-teste 

No milho, o gene para cor da folha tem dois alelos, g recessivo 
para folhas verdes e G dominante para folhas roxas, e o gene 
para altura do caule tem dois alelos, s recessivo para caule baixo 
e S dominante para caule alto. Uma planta de folhas verdes e 
caule baixo foi cruzada com outra de folhas roxas e caule alto. 
Todas as plantas da F 1 desse cruzamento apresentaram folhas 
roxas e caules altos. Quando retrocruzadas com plantas de fo¬ 
lhas verdes e caules baixos, produziram uma F 2 na qual, em um 
total de 200 plantas, observaram-se quatro classes fenotipicas: 
(1) folhas verdes, caules baixos, 75; (2) folhas roxas, caules al¬ 
tos, 79; (3) folhas verdes, caules altos, 24; e (4) folhas roxas, 
caules baixos, 22. (a) Qual e a evidencia da ligagao entre os 
genes para cor das folhas e altura do caule? (b) Qual e a fase de 
ligagao dos alelos dominante e recessivo desses dois genes nas 
plantas da F n ? (c) Entre as plantas da F 2 , qual e a frequencia de 
recombinagao? (d) Qual e a distancia em centiMorgans entre 
os genes da cor das folhas e altura do caule? 

► Leia a resposta do problema no site 
http:/Zgen-io.grupogen. com. br. 


nas femeas da F 1 estavam presentes na configuragao em 
acoplamento. 

As moscas da F 2 do intercruzamento eram de oito clas¬ 
ses fenotipicas, duas parentais e seis recombinantes. As 
classes parentais eram, sem duvida, as mais numerosas. 
As classes recombinantes, menos numerosas, represen- 
tavam diferentes tipos de cromossomos produzidos por 
crossing over. Para identificar os crossing overs que produ¬ 
ziram cada tipo de recombinante, precisamos primeiro 
determinar a ordem dos genes no cromossomo. 

Determinagao da ordem dos genes 

Existem tres ordens de genes possiveis: 

1 . sc-ec-cv 

2 . ec-sc-cv 

3. ec-cv-sc 

Outras possibilidades, como cv-ec-sc , sao iguais a uma 
dessas porque nao ha distingao entre as extremidades 
esquerda e direita do cromossomo. Qual das ordens e a 
certa? 

Para responder a essa pergunta, precisamos analisar 
meticulosamente as seis classes recombinantes. Quatro 
delas foram produzidas obrigatoriamente por um crossing 
over simples em uma das duas regioes delimitadas pelos 
genes. As outras duas foram produzidas obrigatoriamen¬ 
te por crossing over duplo - uma permuta em cada uma 
das duas regioes. Como um crossing over duplo altera o 
gene do meio em relagao aos marcadores geneticos de 
cada lado dele, temos, em principio, um metodo para 
determinar a ordem dos genes. Intuitivamente, tambem 
sabemos que um crossing over duplo deve ser muito menos 
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Bridges e Olbrycht 
cruzaram moscas 
diferentes em relacao 
a tres genes ligados ao X. 


A prole foi intercruzada - 
neste caso, o equivalente 
a um cruzamento-teste - 
para estimar o grau de 
recombinacao nas femeas 
heterozigotas triplas. 


sc + 

ec + cv + v v 
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Classe 

Fenotipo 

Genotipo do 
cromossomo X 
de heranca materna 

Numero 

observado 

1 

Cerdas em escudo, olhos equinos, 
asas sem nervuras transversais 

sc 

ec 

cv 

1.158 

2 

Tipo selvagem 

SC+ 

ec + 

CV+ 

1.455 

3 

Cerdas em escudo 

sc 

ec + 

cv + 

163 

4 

Cerdas em escudo, asas sem 
nervuras transversais 

sc + 

ec 

cv 

130 

5 

Cerdas em escudo, olhos equinos 

sc 

ec 

cv + 

192 

6 

Asas sem nervuras transversais 

$c + 

ec + 

cv 

148 

7 

Cerdas em escudo, asas sem 
nervuras transversais 

sc 

ec + 

cv 

1 

8 

Olhos equinos 

SC+ 

ec 

cv + 

1 






Total: 3.248 


■ FIGURA 7.12 Cruzamento de tres pontos de Bridges e Olbrycht com os genes ligados ao X sc (cerdas em escudo), ec (olhos equinos) e cv (asas 
sem nervuras transversals) em Drosophila. Dados retirados de Bridges, C. B., e Olbrycht, T. M., 1926. Genetics 11:41. 


frequente que um crossing over simples. Consequentemen- 
te, entre as seis classes recombinantes, as duas raras tem 
de representar os cromossomos com crossing over duplo. 

Em nossos dados, as classes de crossing over duplo, raras, 
sao 7 (sc ec + cv) e 8 (sc + ec cu + ), cada uma delas com apenas 
uma mosca (Figura 7.12). Comparando essas classes com 
as classes parentais 1 (sc eccv)e 2 (sc + ec + cv + ), verificamos 
que o alelo echinus foi trocado em relagao a scute e cross¬ 
veinless. Consequentemente, o gene echinus tem de estar 


localizado entre os outros dois. Assim, a ordem correta 
dos genes e (1) sc-ec-cv. 

Calculo das distancias entre genes 

Estabelecida a ordem dos genes, podemos determinar as 
distancias entre genes adjacentes. Mais uma vez, o me to- 
do e calcular o numero medio de crossing overs em cada 
regiao cromossomica (Figura 7.13). 



Distancia de mapa = 


295 

3.248 


Classe Numero 
observado 


3 
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163 

130 


1 


Total: 295 

= 0,091 Morgan = 9,1 centiMorgans 



342 


Classe Numero 
observado 


8 


192 

148 


1 


Total: 342 


Distancia de mapa = r— 7 - = 0,105 Morgan = 10,5 centiMorgans 
o.Z4o 


■ FIGURA 7.13 Calculo de distancias de mapa genetico a partir dos dados de Bridges e Olbrycht. A distancia entre cada par de genes e obtida 
por estimativa do numero medio de crossing overs. 
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Podemos obter o comprimento da regiao entre sc e 
ec idendficando as classes recombinantes em que havia 
crossing over entre esses genes. Existem quatro dessas clas¬ 
ses: 3 (sc ec + cv + ), 4 (sc + ec cv), 7 (sc ec + cv) e 8 (sc + ec cv* ). 
As classes 3 e 4 tiveram um crossing over simples entre sc e 
ec, e as classes 7 e 8 tiveram dois crossing overs , um entre 
sc e ec e outro entre ec e cv. Portanto, podemos usar as 
frequencias dessas quatro classes para estimar o numero 
medio de crossing overs entre sc e ec. 

Classe 3 Classe 4 Classe 7 Classe 8 
163 + 130 + 1 + 1 _ _ 295 _ q qqi 

Total 3.248 


Assim, a cada 100 cromossomos originados da meiose nas 
femeas da F p 9,1 tinham um crossing over entre sc e ec. 
Portanto, a distancia entre esses genes e de 9,1 unidades 
de mapa (ou, se preferir, 9,1 centiMorgans). 

Da mesma maneira, podemos calcular a distancia en¬ 
tre ec e cv. Quatro classes recombinantes apresentavam 
um crossing over nessa regiao: 5 (sc ec cv + ), 6 (sc + ec + cv), 7 e 
8. Os recombinantes duplos tambem estao inclufdos aqui 
porque um dos dois crossing overs ocorreu entre ece cv. A 
frequencia total dessas quatro classes e: 

Classe 5 Classe 6 Classe 7 Classe 8 

192 + 148 + 1 + 1 _ _ 342 _ q 

Total 3.248 ’ 


Consequentemente, ece cv estao distantes 10,5 unidades 
de mapa. 

Combinando os dados acerca das duas regioes, obte- 
mos o mapa 

sc-9,l-ec-10,5-CT 


As distancias de mapa calculadas dessas formas sao adi- 
tivas. Assim, e possfvel estimar a distancia entre sc e cv 
somando os comprimentos dos dois intervalos entre eles 
no mapa: 

9,1 cM + 10,5 cM = 19,6 cM 

Tambem podemos fazer essa estimativa calculando di- 
retamente o numero medio de crossing overs entre esses 
genes: 

Classes com Classes com 
Classes sem crossing over crossing over 

crossing over simples duplo 

1 e 2 3, 4, 5 e 6 7e8 

(0) X 0,805 + (1) X 0,195 + (2) X 0,0006 = 0,196 

Aqui o numero de crossing overs e apresentado entre pa- 
renteses, e seu multiplicador e a frequencia combinada 
das classes com esse numero de crossing overs. Em outras 
palavras, cada classe recombinante contribui para a dis¬ 
tancia de mapa de acordo com o produto de sua fre¬ 
quencia e o numero de crossing overs que representa. 

Bridges e Olbrycht estudaram sete genes ligados ao X 
em seu experimento de recombinagao: sc, ec, cv, ct (asas 
cortadas [cut]), v (olhos vermelhao [ vermilion ]), g (olbos 
granada [garnet] ) e f (cerdas bifurcadas [forked]). Calcu¬ 


lando as frequencias de recombinagao entre cada par de 
genes adjacentes, eles construfram um mapa de um gran¬ 
de segmento do cromossomo X (Figura 7.14); sc estava em 
uma extremidade, e /na outra. Todos os sete genes que 
Bridges e Olbrycht estudaram eram, na verdade, marca- 
dores de sftios especificos no cromossomo X. Somando 
todos os intervalos de mapa entre esses marcadores, eles 
estimaram que o comprimento total do segmento mape- 
ado era 66,8 cM. Assim, o numero medio de crossing overs 
nesse segmento era 0,668. 


Interference e coeficiente de coincidencia 

O cruzamento de tres pontos tem uma importante van- 
tagem em relagao ao cruzamento de dois pontos: toma 
possfvel detectar crossing overs duplos e determinar se as 
permutas em regioes adjacentes sao independentes. Por 
exemplo, um crossing over na regiao entre sc e ec (regiao I 
no mapa do cromossomo X) e independente de um cros¬ 
sing overna regiao entre ece cv (regiao II)? Ou um crossing 
over inibe a ocorrencia de outro proximo dele? 

Para responder essas perguntas, e preciso calcular a 
frequencia esperada de crossing overs duplos, com base no 
conceito de independencia. Podemos fazer isso multipli- 
cando as frequencias de crossing over para duas regioes 
cromossomicas adjacentes. Por exemplo, na regiao I do 
mapa de Bridges e Olbrycht, a frequencia de crossing over 
foi (163 + 130 + 1 + l)/3.248 = 0,091, e na regiao II foi 
(192 + 148 + 1 + l)/3.248 = 0,105. Na hipotese da inde¬ 
pendencia, a frequencia esperada de crossing overs duplos 
no intervalo entre see o/seria, portanto, 0,091 X 0,105 = 
0,0095. Agora podemos comparar essa frequencia a fre¬ 
quencia observada, que foi de 2/3.248 = 0,0006. Crossing 
overs duplos entre see cv eram muito menos frequentes 
que o esperado. Esse resultado sugere que um crossing 
over inibia a ocorrencia de outro proximo, um fenomeno 
denominado interferencia. O grau de interferencia e medi- 
do habitualmente pelo coeficiente de coincidencia, C, que e a 
razao entre a frequencia observada e a frequencia espe¬ 
rada de crossing overs duplos: 


frequencia obs ervada de crossing oven duplos 

C ~ frequencia esperada de crossing overs duplos 


0,0006 

0,0095 


= 0,063 
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Cromossomo X de Drosophila 

H FIGURA 7.14 Mapa de Bridges e Olbrycht de sete genes ligados ao 
X em Drosophila. As distancias sao apresentadas em centiMorgans. 
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O mvel de interferencia, cujo simbolo e /, e calculado 
por/= 1 - c= 0,937. 

Como nesse exemplo o coeficiente de coincidencia e 
proximo de zero, o valor mmimo possivel, a interferencia 
era muito forte (/esta proximo de 1). No outro extremo, 
um coeficiente de coincidencia igual a um implicaria au- 
sencia de interferencia; isto e, significaria que os crossing 
overs independentes. 

Muitos estudos mostraram que a interferencia e forte 
quando as distancias no mapa sao menores que 20 cM; 
assim, raramente ha crossing overs duplos em regioes cro- 
mossomicas curtas. No entanto, em regioes longas, a 
interferencia enfraquece ate o ponto em que os crossing 
overs ocorrem de maneira mais ou menos independente. 
Portanto, o grau de interferencia e uma fungao da dis¬ 
tancia no mapa. 

Uma vez construido o mapa genetico, e possivel usa-lo 
para prever os resultados dos experimentos. Veja como 
sao feitas as previsoes baseadas em mapa acompanhando 
o Problema resolvido: Uso do mapa genetico para prever 
o resultado de um cruzamento. 

FREQUENCIA DE RECOMBINAgAO E 
DISTANCIA NO MAPA GENETICO 

Nas segoes anteriores, abordamos a construgao de mapas 
cromossomicos a partir de dados sobre a recombinagao 
de marcadores geneticos. Esses dados tomam possivel 
deduzir onde ocorreram os crossing overs em uma amos- 
tra de cromossomos. Localizando e contando esses cros¬ 


sing overs , e possivel estimar as distancias entre os genes e 
representa-los em um mapa cromossomico. 

Esse metodo e eficaz desde que os genes estejam bem 
proximos. Quando estao afastados, porem, a frequencia 
de recombinagao pode nao refletir a verdadeira distan- 
cia no mapa (Figura 7.15). Consideremos, por exemplo, os 
genes nas extremidades do mapa do cromossomo X fei- 
to por Bridges e Olbrycht; sc, na extremidade esquerda, 
estava 66,8 cM distante de f na extremidade direita. No 
entanto, a frequencia de recombinagao entre see /era de 
50%, o valor maximo possivel. Usando essa frequencia 
para estimar a distancia no mapa, concluirfamos que sc 
e /estavam distantes 50 unidades de mapa. E claro que a 
distancia calculada pela soma dos comprimentos das re¬ 
gioes interpostas no mapa, 66,8 cM, e muito maior. 

Esse exemplo mostra que a verdadeira distancia gene- 
tica, que depende do numero medio de crossing overs em 
um cromossomo, pode ser muito maior que a frequencia 
de recombinagao observada. Pode haver multiplos cros¬ 
sing overs entre genes muito afastados, e alguns deles po- 
dem nao produzir cromossomos geneticamente recom- 
binantes (Figura 7.16). Para verificar isso, vamos supor 
que haja um crossing over simples entre duas cromatides 
em uma tetrade, causando a recombinagao dos marca¬ 
dores geneticos flanqueadores. Se houver outro crossing 
over entre essas mesmas duas cromatides, os marcadores 
flanqueadores voltarao a configuragao original; na pra- 
tica, o segundo crossing over anula o efeito do primeiro, 
reconvertendo as cromatides recombinantes em nao re- 
combinantes. Assim, ainda que tenha havido dois crossing 


PROBLEMA RESOLVIDO 




Uso do mapa genetico para prever o resultado de um cruzamento 


PROBLEMA 

Os genes r, s e t estao no meio do cromossomo X de Drosophila ; 
r esta 15 cM a esquerda de s, e t esta 20 cM a direita de s. Nessa 
regiao, o coeficiente de coincidencia (c) £ 0,2. Um geneticista quer 
criar um cromossomo X que tenha os alelos mutantes recessivos 
dos tres genes. Um estoque e homozigoto para re t, e o outro e 
homozigoto para s. Cruzando os dois estoques, o geneticista obtem 
femeas que sao heterozigotos triplos, r s + t/r + s t + ■ Essas femeas 
sao, entao, cruzadas com machos de tipo selvagem. Se o geneticista 
examinar 10.000 filhos machos dessas femeas, quantos deles serao 
mutantes triplos, rs t? 

FATOS E CONCEITOS 

1* Quando os intervals no mapa sao pequenos (< 20 cM), a dis¬ 
tancia no mapa e igual a frequencia de um crossing over simples 
no intervalo. 

2. O coeficiente de coincidencia e igual a razao frequencia obser- 
vada/frequencia esperada de crossing overs duplos. 

3. A frequencia esperada de crossing overs duplos e calculada com 
base na suposigao de que os dois crossing overs sao independentes. 

4. Os machos herdam o cromossomo X das maes. 


anAlise e soLugAo 

Os machos mutantes triplos s6 sao produzidos se houver um cros¬ 
sing over duplo nas femeas rs + t/r + s t + cruzadas com machos de 
tipo selvagem. A frequencia desses crossing overs duplos e uma 
fungao das duas distancias no mapa (15 cM e 20 cM) e do nivel 
de interferencia, medido pelo coeficiente de coincidencia (aqui c 
= 0,2). Como c = frequencia observada/frequencia esperada de 
crossing overs duplos, podemos calcular a frequencia observada 
de crossing overs duplos depois de uma reorganizagao algebrica 
simples: frequencia observada de crossing overs duplos = c X fre¬ 
quencia esperada de crossing overs duplos. A frequencia espera¬ 
da de crossing overs duplos e calculada a partir das distancias no 
mapa, supondo-se que os crossing overs nos intervalos adjacentes 
do mapa sejam independentes: 0,15 X 0,20 = 0,03. Assim, em 
10.000 filhos machos, 0,2 X 3% devem ter um cromossomo X 
que teve um crossing over entre os genes res e outro crossing over 
entre os genes set.No entanto, apenas metade desses 60 filhos 
- isto e, 30 - terao o cromossomo X mutante triplo; os outros 30 
terao o tipo selvagem triplo. 
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■ FIGURA 7.15 Discrepancia entre a distancia de mapa e a porcen- 
tagem de recombinagao. A distancia de mapa entre os genes sc e/e 
maior que o porcentual observado de recombinagao entre eles. 
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Diferentes 


overs nessa tetrade, nenhuma das cromatides dela sera re- 
combinante para os marcadores flanqueadores. 

Esse segundo exemplo mostra que um crossing over du- 
plo nao pode contribuir para a frequencia de recombi¬ 
nagao, embora contribua para o numero medio de per- 
mutas em um cromossomo. Um crossing over quadruplo 
teria o mesmo efeito. Essas e outras permutas multiplas 
sao responsaveis pela discrepancia entre a frequencia de 
recombinagao e a distancia no mapa genetico. Na prati- 
ca, essa discrepancia e pequena quando a distancia e in¬ 
ferior a 20 cM. Nessas distancias, a interferencia e grande 
o suficiente para inibir quase todas as permutas multi¬ 
plas, e a frequencia de recombinagao e uma boa estima- 
tiva da verdadeira distancia genetica. Quando a distancia 
e maior que 20 cM, essas duas quantidades divergem, 
principalmente porque se toma muito mais provavel a 
ocorrencia de permutas multiplas. A Figura 7.17 mostra a 
relagao matemadca entre a frequencia de recombinagao 
e a distancia no mapa genetico. 


Crossing 
overs duplos 
de dois 
filamentos 
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Profase I Produtos da meiose 



■ FIGURA 7.16 Consequencias do crossing over duplo 
entre dois loci. Os cromossomos recombinantes sao 
indicados por um asterisco. (A) Os crossing overs du¬ 
plos de dois filamentos produzem apenas cromosso¬ 
mos nao recombinantes. (B) Crossing overs duplos de 
tres filamentos produzem metade dos cromossomos 
recombinantes e metade nao recombinantes. (C) Os 
crossing overs duplos de quatro filamentos produzem 
apenas cromossomos recombinantes. 
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H FIGURA 7.17 Relagao entre a frequencia de recombinagao e a distancia no mapa genetico. Abaixo de 20 cM, ha uma relagao aproximadamen- 
te linear entre a porcentagem de recombinagao e a distancia no mapa; acima de 20 cM, a porcentagem de recombinagao subestima a distancia 
no mapa. 


PONTOS ESSENCIAIS • Os mapas geneticos de cromossomos sao baseados no numero medio de crossing overs ocarri- 

dos durante a meiose 

• As distancias no mapa genetico sao estimadas pelo cdlculo da frequencia de recombinagao 
entre genes em cruzamentos experimental 

• Frequencias de recombinagao abaixo de 20% estimam diretamente a distancia no mapa; no 
entanto, frequencias de recombinagao acima de 20% subestimam a distancia no mapa porque 
crossing overs multiplos nem sempre produzem cromossomos recombinantes. 


Mapeamento citogenetico 

Os geneticistas desenvolveram tecnicas de localizagao 
dos genes nos mapas citologicos dos cromossomos. 

O mapeamento da recombinagao toma possivel identificar 
as posigoes relativas dos genes usando a frequencia de cros¬ 
sing over como medida de distancia. No entanto, nao possi- 
bilita a localizagao de genes em relagao aos pontos de re¬ 
ferenda citologicos, como bandas, nos cromossomos. Esse 
tipo de localizagao requer outro procedimento, com estudo 
dos efeitos fenotipicos de rearranjos cromossomicos, como 
delegoes e duplicagoes. Como e possivel reconhecer citolo- 
gicamente esses tipos de rearranjos, pode-se correlarionar 
seus efeitos fenotipicos a deteiminadas regioes ao longo de 
um cromossomo. Se for possivel associar esses efeitos feno¬ 
tipicos a genes ja posicionados em um mapa de recombina¬ 
gao, podem-se vincular as posigoes desses genes no mapa a 
locais no mapa citologico de um cromossomo. Esse proces- 
so de mapeamento citogenetico foi totalmente desenvolvido no 
estudo genetico de Drosophila , cujos grandes cromossomos 
politenicos com bandas oferecem aos pesquisadores mapas 
citologicos com detalhes extraordinarios. 

LOCALIZAGAO DE GENES COM O 
AUXILIO DAS DELEGOES E DUPLICAGOES 

Tomemos como exemplo de mapeamento citogenetico 
as tecnicas de localizagao do gene white ligado ao X de 


Drosophila , uma copia de tipo selvagem necessaria para 
pigmentagao dos olhos. Esse gene ocupa a posigao 1,5 do 
mapa, perto de uma extremidade do cromossomo X. 
Mas esta perto de qual das duas extremidades? E a que 
distancia, em termos citologicos, esta dessa extremidade? 
Para responder a essas perguntas, precisamos encontrar 
a posigao do gene whiten o mapa citologico do cromosso¬ 
mo X politenico. 

Um metodo e produzir moscas heterozigotas para 
uma mutagao nula recessiva do gene white (w) e uma de- 
legao (ou deficiencia, geralmente simbolizada por Df) 
citologicamente definida em parte do cromossomo X 
(Figura 7.18). Esses heterozigotos w/Df servem como teste 
funcional para localizar o gene white cm relagao a deficien¬ 
cia. Se o gene white tiver sido deletado do cromossomo Df 
entao os heterozigotos w/Df nao serao capazes de produ¬ 
zir o pigmento do olho porque nao terao uma copia ativa 
do gene white em nenhum dos cromossomos X. Portanto, 
os olhos dos heterozigotos w/Df serao brancos (o fenotipo 
mutante). Se, porem, o gene white u?lo tiver sido deletado 
do cromossomo Df os heterozigotos w/Df terao um gene 
white ativo em algum lugar desse cromossomo, e seus olhos 
serao vermelhos (o fenotipo selvagem). Portanto, o exa- 
me dos olhos dos heterozigotos w/D/toma possivel deter- 
minar se uma deficiencia especifica deletou o gene white. 
Caso isso tenha acontecido, e preciso localizar o gene white 
dentro dos limites dessa deficiencia. 
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Genotipo w/Df Fenotipo 


w 


Olhos brancos 


Df exclui o gene w+ 


Olhos vermelhos 


Df nao exclui o gene w+. 


■ FIGURA 7.18 Principios de mapeamento de delegao para localizar 
um gene em cromossomo de Drosophila. O gene white no cromosso- 
mo X, definido pela mutagao recessiva w que causa olhos brancos, e 
usado como exemplo. 


Diferentes deficiencias do cromossomo X possibilita- 
ram que os pesquisadores localizassem o gene white petto 
da extremidade esquerda do cromossomo X (Figura 7.19). 
Cada deficiencia foi combinada a uma mutagao white re¬ 
cessiva, mas so uma das deficiencias, Df(l)vfl‘, produziu 
olhos brancos. Como essa deficiencia revela a mutagao 
white, sabemos que o gene white esta obrigatoriamente 
localizado no segmento do cromossomo que ela deleta, 
isto e, entre as bandas 3A1 e 3C2 do cromossomo polite- 
nico. Em deficiencias menores, o gene white foi localiza¬ 
do na banda 3C2 do cromossomo politenico, perto do 
limite direito de Df(l)uf JI . 


Tambem podemos usar duplicagoes para identificar 
a localizagao citologica dos genes. O procedimento e se- 
melhante ao que emprega delegoes, exceto por pesqui- 
sarmos uma duplicagao que mascara o fenotipo de uma 
mutagao recessiva. A Figura 7.20 mostra um exemplo de 
uso de duplicagoes de pequenos segmentos do cromos¬ 
somo X que foram translocados para outro cromosso¬ 
mo. Apenas uma dessas duplicagoes, Dp2, mascara — ou, 
como gostam de dizer os geneticistas, “cobre” - a muta¬ 
gao white, assim, ele tern obrigatoriamente uma copia de 
tipo selvagem de white. Isso localiza o gene white entre 
as segoes 2D e 3D no cromossomo X politenico, o que 
e compatfvel com os resultados dos testes de delegao ja 
expostos. 

As delegoes e duplicagoes foram extraordinaria- 
mente uteis para localizar genes nos mapas citologi- 
cos de cromossomos de Drosophila. O principle basico 
no mapeamento da delegao e que uma delegao que revela 
uma mutagao recessiva nao tern uma copia de tipo sel¬ 
vagem do gene mutante. Esse fato localiza esse gene 
dentro dos limites da delegao. O prinefpio basico no 
mapeamento da duplicagao e que uma duplicagao que 
cobre uma mutagao recessiva contem obrigatoriamente 
uma copia de tipo selvagem do gene mutante. Esse fato 
localiza esse gene dentro dos limites da duplicagao. 
Teste sua capacidade de localizar genes com base em 
deficiencias e duplicagoes acompanhando o exercicio 
do Boxe Resolva!: Mapeamento citologico de um gene 
de Drosophila. 
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19A1-2; 20A Olhos vermelhos 


A cor mutante dos olhos observada em Df(l)w rJI indica que o gene white esta entre os 
pontos de quebra da deficiencia nas bandas 3A1 e 3C2 no cromossomo X. 

□ F | GUR a 7.19 Localizagao do gene white no cromossomo X de Drosophila por mapeamento de delegao. Os pontos de quebra de deficiencia 
sao apresentados usando as coordenadas do mapa citologico de Bridges do cromossomo X politenico. 
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Pontos 
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A cor dos olhos de tipo selvagem observada em Dp2 indica que o 
gene white esta entre os pontos de quebra da duplicacao nas 
regioes 2D e 3D no cromossomo X. 

□ FIGURA 7.20 Localizagao do gene white no cromossomo X de Dro¬ 
sophila por mapeamento de duplicagao. Cada duplicagao e urn seg- 
mento do cromossomo X que foi translocado para outro cromosso¬ 
mo. Para simplificar, porem, o outro cromossomo nao e mostrado. Os 
pontos de quebra da duplicagao sao apresentados por meio das coor- 
denadas do mapa citologico de Bridges do cromossomo X politenico. 

DISTANCIA GENETICA E 
DISTANCIA FISICA 

Os procedimentos para medida da distancia genetica 
e construgao de mapas de recombinagao sao baseados 
na incidencia de crossing over entre cromossomos parea- 
dos. Intuitivamente, espera-se que os cromossomos lon- 
gos tenham mais crossing overs que os curtos e que essa 
relagao seja refletida no comprimento de seus mapas 
geneticos. Na maioria das vezes, nossa hipotese e verda- 


Resolva! 


Mapeamento citologico de urn 
gene de Drosophila 

Uma mutagao recessiva ligada ao X produz olhos castanhos em 
Drosophila hemizigota ou homozigota para ele; os olhos das 
moscas de tipo selvagem sao vermelhos. Urn geneticista produ- 
ziu femeas que tinham essa mutagao recessiva em urn de seus 
cromossomos X; o outro cromossomo X tinha uma delegao cito- 
logicamente definida. O geneticista tambem produziu machos 
que tinham a mutagao de olhos castanhos em seu cromossomo 
X; o cromossomo Y nesses machos tinha uma duplicagao citolo- 
gicamente definida de urn pequeno segmento do cromossomo 
X. A extensao de cada delegao e duplicagao e mostrada adiante 
em relagao a um mapa de 14 bandas no cromossomo X polite¬ 
nico. Todas as femeas com mutagao/delegao e todos os machos 
com mutagao/duplicagao foram classificados de acordo com a 
cor dos olhos. A partir dos resultados, localize o gene da cor do 
olho no menor intervalo possivel no mapa citologico. 

1 23 4 5 6 789 10111213 14 
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Cor dos olhos 

-1 |- Castanha 

-1 1- Castanha 
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► Leia a resposta do problema no site 
http://gen-io.grupogen.com.br. 
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deira; no entanto, algumas regioes de um cromossomo 
sao mais propensas ao crossing over que outras. Assim, as 
distancias no mapa genetico nao correspondem exata- 
mente as distancias ffsicas no mapa citologico do cro¬ 
mossomo (Figura 7.21). E menos provavel que o crossing 
over ocorra perto das extremidades de um cromossomo 
e tambem proximo do centromero; por isso, essas re- 



Cromossomo 
X politenico 


Mapa 

genetico 


Os genes we ec estao distantes no mapa genetico, mas 
proximos no mapa fisico do cromossomo. 


Os genes yew estao distantes no mapa fisico do 
cromossomo, mas proximos no mapa genetico. 


■ FIGURA 7.21 Extremidade 
esquerda do cromossomo X 
politenico de Drosophila e a 
porgao correspondente do 
mapa genetico mostrando 
os genes para corpo ama- 
relo (y), olhos brancos (w), 
olhos equinos (ec), asas 
cortadas (ct) e cerdas cha- 
muscadas (sn). 
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gioes estao condensadas no mapa genetico. Outras re- 
gioes, nas quais os crossing overs sao mais frequentes, es¬ 
tao expandidas. 

Embora nao haja relagao uniforme entre distancia fi- 
sica e genetica, os mapas geneticos e citologicos de um 


cromossomo sao colineares; isto e, locais especificos tem 
a mesma ordem. Portanto, o mapeamento de recombina- 
gao revela a verdadeira ordem dos genes ao longo de um 
cromossomo. No entanto, nao mostra as distancias fisicas 
reais entre eles. 


PONTOS ESSENCIAIS • Em Drosophila, os genes podem ser localizados em mapas dos cromossomos politenicos par 

combinagao de mutagoes recessivas com delegdes e duplicagoes citologicamente definidas 

« Uma delegao revela o fenotipo de uma mutagao recessiva localizada entre sens limites, ao passo 
que uma duplicagao oculta o fenotipo mutante 

• Os mapas geneticos e citologicos sao colineares; entretanto, as distancias geneticos nao sao 
proparcionais as distancias citologicos. 


Analise de ligagao em seres humanos 


A analise do heredograma torna possivel localizar genes 
nos cromossomos humanos. 

Para detectar e analisar a ligagao genica em seres huma¬ 
nos, os geneticistas precisam colher dados de heredogra- 
mas. Muitas vezes esses dados sao limitados ou incom- 
pletos, ou oferecem informagoes ambfguas. Portanto, a 
tarefa de elaborar mapas de ligagao humana cria muitos 
desafios para os pesquisadores. Estudos classicos de liga¬ 
gao em seres humanos concentraram-se em heredogra- 
mas nos quais era possivel acompanhar simultaneamente 
a heranga de dois genes ou mais. Hoje, gragas aos me- 
todos moleculares modemos, os pesquisadores podem 
analisar a heranga de dezenas de marcadores diferentes 
no mesmo conjunto de heredogramas. Essa analise mul¬ 
tilocus aumentou muito a capacidade de detectar a liga¬ 
gao e de elaborar mapas cromossomicos detalhados. As 
relagoes de ligagao genica mais faceis de estudar em se¬ 
res humanos sao aquelas entre genes no cromossomo X. 
Esses genes seguem um padrao de heranga prontamen- 
te identificado. Se dois genes tiverem esse padrao, eles 
estao ligados. E muito mais diffcil identificar a ligagao 
entre genes autossomicos. O genoma humano tem 22 au- 
tossomos diferentes, e um gene nao ligado ao X poderia 
estar em qualquer um deles. Em que autossomo esta o 
gene? Que outros genes estao ligados a ele? Quais sao as 
posigoes desses genes no mapa? Essas sao questoes que 
desafiam o pesquisador em genetica humana. 

Para saber como a ligagao genica e detectada em here¬ 
dogramas humanos, examinemos parte do trabalho de J. 
H. Renwick e S. D. Lawler. Em 1955 esses pesquisadores 
relataram evidencias de ligagao entre o gene controla- 
dor do grupo sangumeo do sistema ABO (Capitulo 4) e 
uma mutagao dominante responsavel por um disturbio 
autossomico raro denominado sindrome unha-patela. As 
pessoas com essa sindrome tem anormalidade das unhas 
e das patelas. A Figura 7.22A mostra parte de um dos he¬ 
redogramas estudados por Renwick e Lawler. Todos os 
individuos nesse heredograma foram caracterizados 


quanto a presenga ou ausencia da mutagao da sindrome 
unha-patela, designada NPS1; alem disso, determinou-se 
o tipo sangumeo ABO da maioria dos individuos. 

A mulher da geragao II representa uma nova ocor- 
rencia da mutagao NPS1. Nenhum de seus pais nem de 
seus 11 irmaos tinha o fenotipo da sindrome unha-pa¬ 
tela. Entre os cinco individuos que tinham a sindrome 
unha-patela nesse heredograma, todos eles, exceto um 
(III-6), tinham sangue tipo B. Essa observagao sugere que 
a mutagao NPS1 esta ligada geneticamente ao alelo B do 
locus do grupo sangumeo ABO. Se presumirmos que essa 
inferencia esta correta, a mulher na geragao II tem o ge- 
notipo NPS1 B/+ O, isto e, ela e um heterozigoto em re- 
pulsao. Sem duvida, o genotipo de seu marido e + 0/4- 0. 

A Figura 7.22B ilustra os fenomenos geneticos desse he¬ 
redograma e sugere uma estrategia para estimar, ainda 
que grosso modo , a distancia entre os loci NPS1 e ABO. O 
casamento indicado na Figura 7.22B e praticamente um 
cruzamento-teste. A mulher II-l pode produzir quatro 
tipos diferentes de gametas, dois com cromossomos re- 
combinantes e dois com cromossomos nao recombinan- 
tes. A combinagao desses gametas com o tipo simples de 
gameta (4-0) produzido pelo homem II-2 produz quatro 
genotipos diferentes. Como mostra o heredograma na 
Figura 7.22A, II-l e II-2 tiveram todos os quatro tipos de 
filhos. No entanto, apenas 3 (III-3, III-6, III-12, indicados 
por asteriscos na Figura 7.22A) de seus 10 filhos eram 
recombinantes; os outros 7 eram nao recombinantes. As- 
sim, podemos estimar a frequencia de recombinagao en¬ 
tre os loci NPS1 e ABO como 3/10 = 30%. No entanto, essa 
estimativa nao usa todas as informagoes do heredogra¬ 
ma. Para aprimora-la, podemos incorporar as informa¬ 
goes dos tres netos dos casais, dos quais apenas um (IV-1) 
era recombinante. Ao todo, entao, 3 4-1=4 dos 104-3 
= 13 individuos da prole no heredograma eram recombi¬ 
nantes. Assim, concluimos que a frequencia de recombi¬ 
nagao entre os loci NPS1 e ABO ede4/13 = 31%. Em ter- 
mos de um mapa de ligagao, estimamos que a distancia 
entre esses genes e de aproximadamente 31 cM. Renwick 
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■ FIGURA 7.22 Analise da ligagao genica em heredograma humano. A. Parte de um heredograma mostrando a ligagao entre os loci do sistema 
ABO e da sindrome unha-patela. Os indivfduos afetados pela sindrome unha-patela sao indicados por simbolos vermelhos. Quando conhecido, 
o genotipo do locus ABO e apresentado abaixo de cada simbolo. Os asteriscos indicam os recombinantes. B. Quadrado de Punnett mostrando 
os genotipos produzidos pelo casal na geragao II. 


e Lawler analisaram a ligagao entre os genes NPSl e ABO 
em outros heredogramas. Combinando todos os dados, 
eles estimaram que a frequencia de recombinagao e de 
aproximadamente 10%. Assim, a distancia entre os genes 
NPSl e ABO e de aproximadamente 10 cM. 

O estudo de Renwick e Lawler dos loci NPSl e ABO 
estabeleceu que esses dois genes estao ligados, mas nao 
identificou o autossomo especffico em que estao locali- 
zados. A primeira localizagao de um gene em um autos¬ 
somo humano especffico ocorreu em 1968, quando R. 
R Donahue e colaboradores mostraram que o locus do 
grupo sanguineo Duffy, designado FY f esta no cromos- 
somo 1. Essa demonstragao baseou-se na descoberta de 
uma variante do cromossomo 1 que era mais longa que o 


normal. A analise do heredograma mostrou que, em de- 
terminada famflia, esse cromossomo longo era segregado 
com alelos iTespecfficos. Assim, o locus FY foi localizado 
no cromossomo 1. A pesquisa subsequente localizou esse 
locus na regiao lp31 desse cromossomo. Usando tecnicas 
diferentes, os loci NPSl e ABO foram situados perto da 
extremidade do brago longo do cromossomo 9. 

Ate o inicio da decada de 1980, o avango no mape¬ 
amento genico humano foi lentissimo porque era difi- 
cil encontrar heredogramas com segregagao de marca- 
dores ligados, como duas doengas geneticas diferentes. 
Na decada de 1980, porem, tornou-se possivel identifi- 
car variantes geneticas no proprio DNA. Essas variantes 
resultam de diferengas na sequencia de DNA em partes 
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dos cromossomos. Por exemplo, em um individuo, de- 
terminada sequencia poderia ser GAATTC em um dos 
filamentos de DNA, e, em outro individuo, a sequencia 
de DNA correspondente poderia ser GATTTC, uma di- 
ferenga de apenas um nucleotidio. Embora precisemos 
adiar para os capitulos posteriores a discussao das tec- 
nicas usadas para revelar essas diferengas moleculares, 
aqui podemos analisar como elas ajudaram a mapear os 
genes humanos, muitos deles implicados em doengas he- 
reditarias graves. Se, alem da analise fenotipica habitual, 
os membros de um heredograma sao analisados quanto 
a presenga ou ausencia de marcadores moleculares no 
DNA, um pesquisador pode procurar a ligagao entre 
cada marcador e o gene em estudo. Entao, com tecnicas 
estatisticas apropriadas, pode estimar as distancias entre 
o gene e os marcadores ligados a ele. 

Esse metodo permitiu que os geneticistas mapeassem 
um grande numero de genes implicados em doengas hu- 
manas. Um dos exemplos mais expressivos e a pesquisa 
que localizou no cromossomo 4 o gene da doenga de 
Huntington (HD), um disturbio neurologico debilitan- 
te e, por fim, fatal. Nessa pesquisa, analisou-se a ligagao 
entre o gene HD e um conjunto de marcadores mole¬ 
culares em grandes heredogramas. A custa de trabalho 


medculoso, o gene HD foi mapeado a 4 cM de um desses 
marcadores. Essa localizagao precisa estabeleceu os ali- 
cerces para o isolamento e a caracterizagao molecular do 
proprio gene HD, 

Os marcadores moleculares tambem tornaram pos- 
sivel criar mapas de cromossomos humanos a partir de 
analises totalmente independentes. Caso se tenha de- 
monstrado que o gene A esta ligado ao marcador x em 
um conjunto de heredogramas e que o gene B esta liga¬ 
do ao marcador x em outro conjunto de heredogramas, 
entao e obvio que existe uma ligagao entre o gene A e o 
gene B. Assim, a analise desses marcadores faculta aos 
geneticistas humanos determinar as relagoes de ligagao 
entre genes que nao sao segregados nos mesmos here¬ 
dogramas. 

A analise de dados de recombinagao dos heredogra¬ 
mas possibilita que os geneticistas elaborem mapas de li¬ 
gagao genica dos cromossomos. Contudo, exceto no caso 
de ligagao ao X, essa analise nao nos diz que cromossomo 
esta sendo mapeado, ou onde esta determinado gene na 
imagem fisica desse cromossomo. Esses desafios foram 
enfrentados pelo desenvolvimento de tecnicas citologi- 
cas como bandeamento cromossomico e pintura cromos- 
somica (Capitulo 6). 


PONTOS ESSENCIAIS • a ligagao entre genes humanos pode ser detectada por analise dos heredogramas 

• A analise do heredograma tambem possibilita estimar as frequencias de recombinagao para 
mapear genes nos cromossomos humanos . 


Recombinagao e evolugao 


A recombinagao - ou sua ausencia - tem um papel es- 
sencial na evolugao. 

A recombinagao e uma caracterfstica essencial da repro- 
dugao sexuada. Durante a meiose, por ocasiao da aproxi- 
magao dos cromossomos e do crossing over\ ha uma opor- 
tunidade de criar novas combinagoes de alelos. Algumas 
delas podem beneficiar o organismo por aumento da so- 
brevivencia ou da capacidade reprodudva. Com o tempo, 
o esperado e que essas combinagoes beneficas se dissemi- 
nem na populagao e se tomem caracteristicas usuais da 
constituigao genetica da especie. Portanto, a recombina¬ 
gao meiotica e uma maneira de embaralhar a variagao 
genetica para potencializar as mudangas evolutivas. 

SIGNIFICADO EVOLUTIVO 
DA RECOMBINACAO 

E possivel avaliar a vantagem evolutiva da recombinagao 
mediante comparagao de duas especies, uma capaz de se 
reproduzir de maneira sexuada e outra, nao. Suponha- 
mos que tenha surgido uma mutagao benefica em cada 


especie. Ao longo do tempo, o esperado seria a dissemi- 
nagao dessas mutagoes. Suponhamos tambem que, en- 
quanto elas estao se disseminando, ocorra outra mutagao 
benefica em um individuo nao mutante de cada especie. 
No organismo assexuado, nao ha possibilidade de que 
essa segunda mutagao seja recombinada com a primeira, 
mas, no organismo sexuado, as duas mutagoes podem ser 
recombinadas com a produgao de uma linhagem melhor 
que qualquer um dos mutantes isolados. Essa linhagem 
recombinante sera capaz de se disseminar por toda a po¬ 
pulagao da especie. Em termos evolutivos, a recombina¬ 
gao pode permitir a reuniao de alelos favoraveis de dife- 
rentes genes no mesmo organismo. 

SUPRESSAO DA RECOMBINAGAO 
POR INVERSOES 

O efeito de embaralhamento de genes na recombina¬ 
gao pode ser impedido por rearranjos do cromossomo. 
O crossing over geralmente e inibido perto dos pontos 
de quebra de um rearranjo em condigao heterozigota, 
provavelmente porque o rearranjo desorgarniza o pare- 
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amen to dos cromossomos. Portanto, muitos rearranjos 
estao associados a redugao na frequencia de recombina¬ 
gao. Esse efeito e mais acentuado em heterozigotos por 
inversao porque a inibigao do crossing over que ocorre 
perto dos pontos de quebra da inversao e complicada 
pela perda seletiva de cromossomos que tiveram crossing 
overna regiao inverdda. 

Para analisar esse efeito de supressao da recombi¬ 
nagao, consideremos uma inversao no brago longo de 
um cromossomo (Figura 7.23). O crossing over entre cro¬ 
matides invertidas e nao inverddas na tetrade produz 
duas cromatides recombinantes, mas provavelmente as 
duas cromatides serao perdidas durante a meiose ou 
depois dela. Uma das cromatides nao tern centromero 
- e um fragmento acentrico - e, portanto, e incapaz de 
se deslocar ate a devida posigao durante a anafase da 
primeira divisao meiotica. A outra cromatide tern dois 
centromeros e, portanto, sera puxada em diregoes opos- 
tas, formando uma ponte de cromatide dicentrica. Por fim, 
essa ponte se quebra e divide a cromatide em pedagos. 
Ainda que as cromatides acentrica e dicentrica produzi- 
das por crossing overn a inversao sobrevivam a meiose, e 
improvavel que os zigotos sejam viaveis. As duas croma¬ 
tides sao aneuploides - com duplicagao de alguns genes 
e deficiencia de outros - e a aneuploidia geralmente e 
letal. Portanto, essas cromatides serao eliminadas por 
selegao natural na proxima geragao. O efeito final des- 
sa perda de cromatides e a supressao da recombinagao 
entre cromossomos invertidos e nao invertidos em he¬ 
terozigotos. 

Os geneticistas exploraram as propriedades de su¬ 
pressao da recombinagao pelas inversoes para manter 
alelos de diferentes genes juntos no mesmo cromosso¬ 
mo. Suponhamos, por exemplo, que um cromossomo 
cuja estrutura e normal tenha os alelos recessivos a, b, 
c, d e e. Se houver pareamento desse cromossomo com 
outro de estrutura normal que tenha os alelos selvagens 
correspondentes a + , b + } c + , d + e e + , os alelos recessivos e 


selvagens serao misturados por recombinagao. Para evi- 
tar essa mistura, o cromossomo com os alelos recessivos 
pode ser pareado com o cromossomo de tipo selvagem 
que tern uma inversao. A menos que haja crossing overs 
duplos na regiao invertida, essa heterozigosidade estru- 
tural suprimira a recombinagao. O cromossomo mutante 
multiplicado entao pode ser transmitido para a prole na 
forma de uma unidade genetica intacta. 

Muitas vezes, essa tecnica de supressao da recombina¬ 
gao foi usada em experimentos com Drosophila , na qual 
o cromossomo invertido geralmente tern uma mutagao 
dominante que permite seu acompanhamento duran¬ 
te uma serie de cruzamentos sem exames citologicos. 
Esse cromossomo marcado por inversao e denominado 
balanceador, pois permite manter um cromossomo de in- 
teresse em condigao heterozigota sem quebra e recom¬ 
binagao. 

A supressao da recombinagao por inversao parece ter 
tido um papel importante na evolugao dos cromosso¬ 
mos sexuais em mamiferos. Os dados provem das anali- 
ses de Bruce Lahn e David Page, que estudaram 19 ge¬ 
nes presentes nos cromossomos X e Y humano. Esses 
genes em comum ocupam posigoes diferentes nos cro¬ 
mossomos X e Y, indicando que foram rearranjados por 
inversoes durante a evolugao. Alem disso, as sequencias 
de DNA das copias ligadas ao X e ao Y desses genes em 
comum divergiram em diferentes graus. Pela analise da 
variagao no grau de divergencia, Lahn e Page distingui- 
ram quatro w niveis evolutivos” nos cromossomos sexuais 
humanos - regioes nas quais a recombinagao foi supri- 
mida por diferentes periodos durante a evolugao. Lahn 
e Page presumem que os cromossomos X e Y se origina- 
ram de um par de autossomos algum tempo depois que 
a linha evolutiva dos mamiferos divergiu da linha de an- 
tigos repteis que levou ao surgimento dos dinossauros, 
crocodilos e aves. Entre 240 e 320 milhoes de anos atras, 
uma inversao no que deveria se tornar o cromossomo 
Y causou a supressao regional da recombinagao entre 


Centromeros 
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■ figura 7.23 Supressao da recombinagao em heterozigoto para inversao. Os cromossomos dicentricos (1 2 3 1) e acentricos (4 3 2 4) forma- 
dos a partir das cromatides que tiveram crossing over sao aneuploides e causam inviabilidade da geragao subsequente. Consequentemente, os 
produtos do crossing over entre os cromossomos invertidos e nao invertidos nao sao restabelecidos. 
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X e Y. Na linhagem que originou os seres humanos, 
houve no minimo tres outras inversoes, duas delas em 
algum momento entre 80 e 130 milhoes de anos atras e 
uma delas entre 30 e 50 milhoes de anos atras. O efeito 
final dessas inversoes foi suprimir a recombinagao en¬ 
tre a maioria das regioes nos cromossomos X e Y. Por 
forga da selegao natural, genes ativos foram preserva- 
dos no cromossomo X, mas no cromossomo Y houve 
degeneragao da maioria dos genes pelo acumulo de 
mutagoes aleatorias. Assim, hoje o cromossomo Y tern 
muito menos genes ativos que o cromossomo X, e os 
genes remanescentes estao arranjados em outra ordem 
(Figura 7.24). 

CONTROLE GENETICO 
DA RECOMBINACAO 

Nao surpreende que um processo tao importante quan¬ 
to a recombinagao esteja sob controle genetico. Estudos 
com varios organismos, entre eles leveduras e Drosophila , 
mostraram que produtos de muitos genes participam da 
recombinagao. Alguns desses produtos genicos partici¬ 
pam do pareamento dos cromossomos, outros catalisam 
o processo de permuta, e ainda outros ajudam a reunir 
os segmentos das cromatides quebradas. Abordaremos 
algumas dessas atividades com mais detalhes no Capitu- 
lo 13. 

Um fenomeno curioso, ainda inexplicado, e a nao 
ocorrencia de crossing over em machos de Drosophila. Nes- 
se aspecto, a Drosophila e diferente da maioria das espe- 



X 

■ FIGURA 7.24 Ordem de genes compartilhados fora das regioes 
pseudoautossomicas nos cromossomos X e Y humanos. 


cies, inclusive da nossa, nas quais o crossing over ocorre 
em ambos os sexos. Alem disso, sabemos que o grau de 
recombinagao varia entre as especies. Talvez os proprios 
eventos que causam recombinagao estejam sujeitos a mu- 
dangas evolutivas. 


PONTOS ESSENCIAIS 


A recombinagao pode reunir mutagoes favoraveis 
Os rearranjos cromossomicos , sobretudo as inversoes, 
A recombinagao esta sujeita a controle genetico. 


podem suprimir a recombinagao 


Exerdcios 

Aplique a analise genetica basica 


1. Uma linhagem endogamica de boca-de-leao de 
flores roxas e folhas foscas foi cruzada com outra 
linhagem endogamica de flores brancas e folhas 
brilhantes. As plantas da F p todas as quais tinham 
flores roxas e folhas foscas, foram retrocruzadas 
com a linhagem de flores brancas e folhas bri¬ 
lhantes, e obtiveram-se as seguintes plantas da F 2 : 
50 com flores roxas e folhas foscas; 46 com flores 
brancas e folhas brilhantes; 12 com flores roxas e 
folhas brilhantes e 10 com flores brancas e folhas 
foscas. (a) Quais das quatro classes da F 2 sao recom- 
binantes? (b) Qual e a evidencia da ligagao entre 
os genes para cor das flores e textura das folhas? 


(c) Faga o diagrama dos cruzamentos desse expe¬ 
riment. (d) Qual e a frequencia de recombinagao 
entre os genes que determinam a cor das flores e a 
textura das folhas? (e) Qual e a distancia de mapa 
genetico entre esses genes? 

Resposta: (a) As duas ultimas classes - flores roxas com 
folhas brilhantes e flores brancas com folhas fos¬ 
cas - na F 2 sao recombinantes. Nenhuma dessas 
combinagoes de fenotipos estava presente nas 
linhagens usadas no cruzamento inicial. (b) Os 
recombinantes sao 18,6% das plantas da F 2 - mui¬ 
to menos que os 50% que seriam esperados se 
os genes da cor das flores e da textura das folhas 
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nao estivessem ligados. Portanto, esses genes es- 
tao ligados no mesmo cromossomo no genoma 
da boca-de-leao. (c) Para representar os cruza- 
mentos, primeiro e preciso atribuir simbolos aos 
alelos dos genes da cor das flores e da textura 
das folhas: W = roxa, w = branca; S = fosca, s = 
brilhante; a letra maiuscula indica que o alelo e 
dominante. O primeiro cruzamento e W S/W S X 
w s/w s , produzindo plantas da F l com o genotipo 
W S/w s. O retrocruzamento e W S/w s X w s/w s, 
produzindo quatro classes de prole: (1) WS/w s, 
(2) w s/w s, (3) W s/w s e (4) w S/w s. As classes 
1 e 2 sao tipos parentais, e as classes 3 e 4 sao 
recombinantes. (d) A frequencia de recombina- 
gao e 18,6%. (e) A distancia de mapa genetico e 
estimada pela frequencia de recombinagao como 
18,6 centiMorgans. 

2. Qual e a indicagao citologica de que houve crossing 
over? Quando e onde voce procuraria por ele? 

Resposta: E provavel que o crossing over ocorra do im- 
cio ao meio da profase da meiose I. Nao e facil, 
porem, analisar os cromossomos nesses estagios, 
e e dificil, se nao impossivel, identificar as permu- 
tas por metodos citologicos. A melhor evidencia 
citologica de que houve crossing over e obtida das 
celulas perto do fim da profase da meiose I. Nes- 
se estagio, os homologos pareados repelem-se le- 
vemente, e as permutas entre eles sao observadas 
como quiasmas. 

3. Um geneticista estimou o numero de permutas ocor- 
ridas durante a meiose em cada uma das 100 croma- 
tides disdnguidas em gametas. Os dados sao: 


Numero de permutas 

Frequencia 

0 

18 

1 

20 

2 

40 

3 

16 

4 

6 


Qual e o comprimento genetico, em centiMorgans, 
do cromossomo analisado nesse estudo? 

Resposta: O comprimento genetico de um cromossomo 
e o numero medio de permutas em uma cromati- 
de no fim da meiose. Para os dados apresentados, 
a media e 0 X (18/100) + 1 X (20/100) + 2 X 
(40/100) 4- 3 X (16/100) + 4 X (6/100) = 1,72 
Morgans ou 172 centiMorgans. 

4. Femeas de Drosophila heterozigotas para tres mar- 
cadores recessivos ligados ao X, y (corpo amarelo), 
ct (asas cortadas) e m (asas em miniatura), e seus 
alelos selvagens foram cruzadas com machos y ct m . 
Obteve-se a seguinte prole: 


Classe fenotipica 

Numero 

1. corpo amarelo, asas cortadas e em 
miniatura 

30 

2. tipo selvagem 

33 

3. corpo amarelo 

10 

4. asas cortadas e em miniatura 

12 

5, asas em miniatura 

8 

6. corpo amarelo, asas cortadas 

5 

7. corpo amarelo, asas em miniatura 

1 

8. asas cortadas 

1 

Total: 100 


(a) Que classes sao tipos parentais? (b) Que classes 
representam crossing overs duplos? (c) Que gene esta 
no meio dos outros dois? (d) Qual era o genotipo 
das femeas heterozigotas usadas no cruzamento? (In- 
dique a fase de ligagao correta, bem como a ordem 
correta dos marcadores ao longo do cromossomo.) 

Resposta: (a) As classes parentais sao as mais numerosas; 
portanto, nesses dados, as classes 1 e 2 sao tipos pa¬ 
rentais. (b) As classes com crossing over duplo sao as 
menos numerosas; portanto, nesses dados, as clas¬ 
ses 7 e 8 sao as classes com crossing over duplo. (c) 
As classes parentais mostram que os tres alelos mu- 
tantes entraram nas femeas heterozigotas no mes¬ 
mo cromossomo X; o outro cromossomo X nessas 
femeas tinha, obrigatoriamente, os tres alelos sel¬ 
vagens. As classes de crossing over duplo informant 
qual dos tres genes esta no meio porque o marca- 
dor intermediary e separado dos marcadores flan- 
queadores pelo processo de permuta dupla. Nesses 
dados, o alelo ct esta separado de y e m nas classes 
de crossing over duplo; portanto, o gene extern de es- 
tar entre os genes ye m. (d) O genotipo das femeas 
heterozigotas usadas no cruzamento era, obrigato¬ 
riamente, y ct m/+ + +. 

5. Um geneticista de Drosophila fez experimentos para 
localizar o gene das cerdas chamuscadas {singed 
[,m]) no mapa citologico do cromossomo X. Ma¬ 
chos hemizigotos para uma mutagao sn recessi- 
va foram cruzados com femeas que tinham varias 
deficiencias (indicadas por Dj) no cromossomo X 
balanceadas em relagao a um cromossomo X com 
multiplas inversoes marcado pela mutagao semido- 
minante para olhos em barra {Bar [5]). Assim, o 
esquema de cruzamento era machos sn/YX femeas 
Df/B. Os resultados dos cruzamentos com quatro 
deficiencias diferentes sao: 


Deficiencia 

Pontos de 
quebra 

Fenotipo das filhas sem 
olhos em barra 

i 

2F; 3C 

tipo selvagem 

2 

4D;5C 

tipo selvagem 

3 

6F;7E 

cerdas chamuscadas 

4 

7C; 8C 

cerdas chamuscadas 
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O mapa citologico do cromossomo X e dividido em 
20 segoes numeradas, cada uma delas subdividida 
em subsegoes A a F. Onde esta o gene singed (cerdas 
chamuscadas) neste mapa citologico? 

Resposta: As filhas sem olhos em barra examinadas a pro- 
cura do fenotipo cerdas chamuscadas dnham geno- 
tipo Df/sn. A mutagao singed foi “revelada” por duas 
deficiencias, 3 e 4; portanto, tern de estar na regiao 
deletada no cromossomo X comum a ambas, isto e, 
na regiao 7C-7E. 

6. O heredograma a seguir mostra quatro geragoes 
de uma famflia descrita em 1928 por M. Madle- 
ner. O bisavo, 1-1, tem discromatopsia e hemofilia. 
Considerando que c representa o alelo para discro¬ 
matopsia eh, o alelo para hemofilia, quais sao os 
genotipos dos cinco netos desse homem? Algum 
indivlduo no heredograma apresenta evidencias de 
recombinagao entre os genes para discromatopsia e 
hemofilia? 



Legenda dos fenotipos: 


□ 

E 


Normal 

Discromatopsia e hemofilia 


Resposta: Os genes para discromatopsia e hemofilia sao 
ligados ao X. Como 1-1 tem discromatopsia e hemo¬ 
filia, seu genotipo tem de ser c h. A filha, II-l, tem 
fenotipo normal e, portanto, tem, obrigatoriamen- 
te, os alelos nao mutantes, C e H, desses dois genes 
ligados ao X. Alem disso, como II-l herdou ce ft do 
pai, os dois alelos nao mutantes existentes no seu 
genotipo tem de estar no cromossomo X herdado 
da mae. Portanto, o genotipo de II-l e C H/c b, isto 
e, ela e um heterozigoto em acoplamento para os 
dois loci. III-2, a primeira neta de 1-1, tambem e um 
heterozigoto em acoplamento. Inferimos que ela 
tem esse genotipo porque seu filho tem discroma¬ 
topsia e hemofilia (c h) e seu pai tem fenotipo nor¬ 
mal (C H). E evidente que III-2 herdou o cromosso¬ 
mo c h da mae. Entre os netos de sexo masculino de 
1-1, dois (III-3 e III-5) tem tanto hemofilia quanto 
discromatopsia; assim, esses netos tem genotipo ch. 
O outro neto de sexo masculino (III-6) nao tem dis¬ 
cromatopsia nem hemofilia; portanto, seu genotipo 
e CH. O genotipo da neta remanescente (HI-4) e 
incerto. Ela herdou um cromossomo C H do pai, 
mas o cromossomo herdado da mae pode ser C H, 
ch, Ch, one H. Nao e possivel determinar pelo he¬ 
redograma qual desses cromossomos ela recebeu. 
O maximo que podemos dizer sobre o genotipo de 
III-4 e que ha um cromossomo com os alelos CeH. 

Nenhum dos quatro netos aos quais podemos 
atribuir genotipos apresenta evidencias de recom¬ 
binagao entre os genes para discromatopsia e he¬ 
mofilia, assim como nenhum dos dois bisnetos da 
geragao IV. Um desses bisnetos tem genotipo C He 
o outro, c h. Assim, no heredograma como um todo 
nao existem evidencias de recombinagao entre os 
genes CeH. 


Autoavalia^ao 

Integre diferentes conceitos 





1. R. K. Sakai, K. Akhtar e C. J. Dubash (1985,/. Hered. 
76:140-141) apresentaram dados de um grupo de 
cruzamentos-teste com o mosquito Anopheles culici- 
facies, um vetor da malaria no sul da Asia. Os da¬ 
dos apontavam tres mutagoes: bw (olhos castanhos 
[brown]), c (olhos incolores [ colorless ]) e Blk (corpo 
preto [black]). Em cada cruzamento, heterozigo- 
tos para repulsao foram cruzados com mosquitos 
homozigotos para os alelos recessivos dos genes, 
e a prole foi classificada em genotipo parental ou 
recombinante. Ha alguma ligagao entre esses tres 
genes estudados nos cruzamentos? Em caso afirma- 
tivo, elabore um mapa das relagoes de ligacao. 



Heterozi- 

Prole 


Cmza- 

mento 

goto para 
repulsao 

Parental 

Recombi¬ 

nante 

Porcentagem de 
recombina^ao 

1 

bw +/+ c 

850 

503 

37,2 

2 

bw + /+ Blk 

750 

237 

24,0 

S 

c + /+ Blk 

629 

183 

22,5 


Resposta: Em cada cruzamento, a frequencia de recombi- 
nagao e inferior a 50%, portanto os tres loci estao li¬ 
gados. Para representa-los em um mapa de liga^ao, 
estimamos as distancias entre cada par de genes a 
partir das ffequencias de recombinagao observadas: 
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bw —24,0- Blk -22,5- c 


37,2 

Observe que a frequencia de recombinagao en- 
tre bw e c (37,2%, do cruzamento 1) e bem menor 
que a distancia real entre esses genes (46,5). Isso 
mostra que, no caso de genes muito separados, a 
frequencia de recombinagao subestima a verdadei- 
ra distancia de mapa. 

2. Cerdas chamuscadas (571), asas sem nervuras trans¬ 
versals (cv), e cor vermelhao dos olhos ( v ) sao cau- 
sadas por alelos mutantes recessivos de tres genes 
ligados ao X em Drosophila melanogaster. No cruza- 
mento-teste de uma femea heterozigota para todos 
esses tres genes com um macho de cerdas chamus¬ 
cadas, asas sem nervuras transversals e olhos verme¬ 
lhao, obteve-se a seguinte prole: 


Classe Fenotipo 

Numero 

1 

cerdas chamuscadas, asas sem 
nervuras transversais, olhos 
vermelhao 

3 

2 

asas sem nervuras transversais, 
olhos vermelhao 

392 

3 

olhos vermelhao 

34 

4 

asas sem nervuras transversais 

61 

5 

cerdas chamuscadas, asas sem 
nervuras transversais 

32 

6 

cerdas chamuscadas, olhos 
vermelhao 

65 

7 

cerdas chamuscadas 

410 

8 

tipo selvagem 

3 

Total: 1.000 


Qual e a ordem correta desses tres genes no cro- 
mossomo X? Quais sao as distancias de mapa gene- 
tico entre sn e cv, sn e v, e cv e v> Qual e o coeficien- 
te de coincidencia? 

Resposta: Antes de tentar analisar esses dados, e preciso 
determinar o genotipo da femea heterozigota que 
produziu as oito classes de prole. Para fazer isso, 
identificamos as duas classes parentais (2 e 7), que 
sao as mais numerosas. Essas classes inform am que a 
femea heterozigota tinha as mutagoes cue v em um 
dos cromossomos X e a mutagao sn no outro. Portan- 
to, o genotipo era (cv + v)/(+ sw +), escritos entre 
parenteses para indicar incerteza acerca da ordem 
dos genes. 

Para determinar a ordem dos genes, e preciso 
identificar as classes com crossing over duplo entre os 
seis tipos de prole recombinante. Essas sao as classes 
1 e 8, as menos numerosas. Elas mostram que o gene 
singed esta entre os genes crossveinless e vermilion. Po- 
demos verificar isso investigando o efeito de um cros¬ 
sing over duplo em uma femea que tern o genotipo. 
cv 4- v 
+ sn 4* 


Duas permutas nesse genotipo produzem gametas 
cv snv ou + + +, que correspondem as classes 1 e 
8, os crossing overs duplos observados. Assim, a or¬ 
dem proposta dos genes - cv snv- esta correta. 

Estabelecida a ordem dos genes, agora e possivel 
identificar quais classes recombinantes represen- 
tam crossing overs entre eve sn, e quais representam 
crossing overs entre sn e v. 

Crossing overs entre cv e sn: 

Classe: 3 5 18 

Numero: 34 + 32 + 3 + 3 72 

Crossing overs entre sne tr. 

Classe: 4 6 18 

Numero: 61 + 65 + 3 -I- 3 =132 

Determinamos as distancias entre esses pares de ge¬ 
nes calculando o numero medio de crossing overs . 
Entre cue sn, a distancia e 72/1.000 = 7,2 cM, e en¬ 
tre sne ve 132/1.000 = 13,2 cM. Podemos estimar 
a distancia entre cv e v como a soma desses valores: 
7,2 + 13,2 = 20,4 cM. Portanto, o mapa de ligagao 
desses tres genes e: 

cv-l ,2-sn-\?>,2-v 

Para calcular o coeficiente de coincidencia, usa- 
mos as frequencias observada e esperada de crossing 
overs duplos: 

frequencia observada 

de crossing overs duplos 0,006 ^ 

c =-“-- = -= (J,b5 

frequencia esperada de 0,072 X 0,132 

crossing overs duplos 

que indicam apenas interference moderada. 

3. Uma geneticista de Drosophila esta pesquisando 
uma mutagao letal recessiva, l(l)rl3 , localizada no 
cromossomo X. Essa mutagao e mantida em esto- 
que com um cromossomo X balanceador marcado 
com uma mutagao semidominante para olhos em 
barra (B) . Em condigao homozigota e hemizigota, 
a mutagao B reduz os olhos a barras estreitas. Na 
condigao heterozigota, causa olhos reniformes. As 
moscas homozigotas ou hemizigotas para o alelo 
selvagem de B tern olhos grandes e esfericos. Para 
man ter a mutagao l( 1 )rl3 em estoque, a cada gera- 
gao a geneticista cruza machos B com femeas 1(1) 
rl3/B e seleciona as filhas de olhos reniformes para 
cruzamento com seus irmaos de olhos em barra. O 
objetivo da geneticista e determinar a localizagao 
citologica de l(l)rl3. Para isso, ela cruza femeas 1(1) 
rl3/B com varios machos que tern duplicagoes de 
segmentos curtos do cromossomo X em seus geno- 
mas. Todas as duplicagoes estao vinculadas ao cro¬ 
mossomo Y. Assim, o genotipo dos machos usados 
nesses cruzamentos pode ser representado como 
X/Y-Dp. A geneticista examina a prole de cada cru- 
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zamento a procura de machos sem olhos em barra. 
A partir dos resultados apresentados na tabela a se- 
guir, determine a localizagao citologica de l(l)rl3. 


Presenga de 
machos sem olhos 


Nome Dp 

Segmento Dp* 

em barra 

i 

2D-3D 

Sim 

2 

3A-3E 

Sim 

3 

3D-4A 

Nao 

4 

4A-4D 

Nao 

5 

4B-4E 

Nao 


*0 brago longo do cromossomo X e di\idido em 20 se^oes 
numeradas, comegando com a segao 1 na extremidade e ter- 
minando com a segao 20 perto do centromero. Cada segao e 
subdividida em seis subsegoes, ordenadas alfabedcamente de 
A a F. A subse^ao A esta no lado de cada se^ao numerada mais 
perto da extremidade. 

Resposta: O cruzamento para manter a mutagao letal em 
estoque e machos B/Y X femeas I(l)rl3/B —* ma¬ 
chos B/Y (olhos em barra), machos I(l)rl3/Y (mor- 
rem), femeas 1(1 )rl3/B (olhos reniformes) e femeas 
B/B (olhos em barra). A cada geragao, os machos 
B/Ye as femeas I(l)rl3/B sao selecionados para cru- 
zamentos a fim de perpetuar a mutagao letal. Um 
cruzamento para determinar a localizagao citologi¬ 
ca da mutagao letal pode ser representado como 
femeas I(l)rl3/B X machos X/Y-Dp -> machos 1(1) 
rl3/Y-Dp (se viaveis, sem olhos em barra), machos 
B/Y-Dp (olhos em barra), femeas I(l)rl3/X (sem 
olhos em barra) e femeas B/X (olhos reniformes). 
A primeira classe de moscas — machos sem olhos 
em barra - informa se uma duplicagao especffica 
“cobre” ou nao a mutagao letal. Se isso acontecer, 
esses machos aparecerao na prole da criagao. Caso 
contrario, eles nao aparecerao. A partir desses da¬ 
dos, verificamos que duas duplicagoes, Dp 1 e Dp 


2, cobrem a mutagao letal. Assim, a mutagao tem 
de estar dentro dos limites dessas duplicagoes - isto 
e, entre 2D e 3E. Podemos refinar a localizagao da 
mutagao letal observando que ha superposigao das 
duas duplicagoes desde a subsegao 3A ate a subse- 
gao 3D. Portanto, a mutagao esta obrigatoriamente 
na regiao 3A-3D do cromossomo X. 

4. Uma mulher tem duas caracteristicas dominantes, 
cada uma delas causada por uma mutagao em um 
gene diferente: catarata (uma anormalidade of- 
talmica), por heranga patema, e polidactilia (um 
dedo extranumerario), por heranga matema. O 
marido nao tem nenhuma dessas caracteristicas. Se 
os genes dessas duas caracteristicas estiverem 15 cM 
distantes no mesmo cromossomo, qual e a chance 
de que o primeiro filho desse casal tenha catarata e 
polidactilia? 

Resposta: Para calcular a chance de que a crianga tenha 
as duas caracteristicas, primeiro e preciso determi¬ 
nar a fase de ligagao dos alelos mutantes no genoti- 
po da mulher. Como ela herdou a mutagao para ca¬ 
tarata do pai e a mutagao para polidactilia da mae, 
os alelos mutantes tem de estar em cromossomos 
opostos, isto e, na fase de ligagao de repulsao: 

C + 

+ P 

Para que uma crianga herde os dois alelos mu¬ 
tantes, a mulher tera que produzir um oyocito 
com um cromossomo recombinante, CP. E pos- 
sivel estimar a probabilidade desse evento a partir 
da distancia entre os dois genes, 15 cM, que, tendo 
em vista a interference, deve ser equivalente a re- 
combinagao de 15%. No entanto, apenas metade 
dos recombinantes sera C P. Assim, a chance de 
que a crianga herde os dois alelos mutantes e de 
(15/2)% = 7,5%. 


Avalia^ao adicional 

Entenda melhor e desenvolva a capacidade analitica 



7.1 Mendel desconhecia a existencia de cromossomos. 
Caso conhecesse, que modificacao poderia ter feito 
no princfpio da distribuicao independente? 

7.2 O cruzamento entre indmduos com os genotipos 
Cc Dd Ee X cc dd ee produziu uma prole de 1.000 or- 
ganismos. A classe C- D - ee tinha 351 indmduos. Os 
genes c, d e e estao no mesmo cromossomo ou em 
diferentes cromossomos? Explique. 

7.3 Se a esta ligado a^,ehc,eca^ um experimento 
de recombinagao detectaria ligagao genica entre a 
e d? Explique. 

7.4 Os camundongos tem 19 autossomos no genoma, 
todos com quase o mesmo tamanho. Qual e a chan¬ 


ce de que dois genes autossomicos escolhidos alea- 
toriamente estejam no mesmo cromossomo^ 

7.5 Genes em cromossomos diferentes recombinam-se 
com uma frequencia de 50%. E possivel que dois 
genes no mesmo cromossomo se recombinem com 
essa frequencia? 

7.6 Se dois loci estiverem distantes 10 cM, que proporgao 
das celulas na profase da primeira di\isao meiotica 
contera um crossing over simples na regiao entre eles? 

7.7 Os genes a e b estao distantes 20 cM. Um indmduo 
a + b + /a + b + foi cruzado com outro a b/a b. 

(a) Represente o cruzamento em um diagrama e mos- 
tre os gametas produzidos por cada genitor e o ge- 
notipo da F r 


Mil ’ 
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(b) Que gametas os individuos da F x podem produzir? 
Em que proporgoes? 

(c) Qual seria a prole esperada do cruzamento da 
F x com individuos a b/ati? Em que proporgoes? 

(d) Esse e um exemplo da fase de ligagao de acoplamen- 
to ou repulsao? 

(e) Qual seria a prole esperada do intercruzamento da 
Fj? Em que proporgoes? 

7.8 Responda as perguntas (a) a (e) do problema ante¬ 
rior supondo que o cruzamento original tenha sido 
o + b/a + bX a b + /a b + . 

7.9 Se a frequencia de recombinagao nos dois proble- 
mas anteriores fosse de 40% em vez de 20%, que 
alteragao ocorreria na proporgao de gametas e da 
prole do cruzamento-teste? 

7.10 Uma variedade homozigota de milho de folhas ver- 
melhas e sementes normais foi cruzada com outra 
variedade homozigota de folhas verdes e sementes 
no pendao. Em seguida, os hfbridos foram retro- 
cruzados com a variedade de folhas verdes e semen¬ 
tes no pendao, e obteve-se a seguinte prole: 124 de 
folhas vermelhas e sementes normais; 126 de folhas 
vermelhas e sementes no pendao; 125 de folhas 
verdes e sementes normais; 123 de folhas verdes e 
sementes no pendao. Ha ligagao entre os genes que 
determinam a cor da planta e o tipo de semente? 
Explique. 

7.11 Uma femea de tipo selvagem da mosca-das-frutas 
heterozigota para genes que controlam a cor do 
corpo e o comprimento das asas foi cruzada com 
um macho mutante homozigoto de corpo preto 
(alelo b) e asas vestigiais (alelo vg) . O cruzamento 
produziu a seguinte prole: 126 de corpo cinza e asas 
normais; 24 de corpo cinza e asas vestigiais; 26 de 
corpo preto e asas normais; 124 de corpo preto e 
asas vestigiais. Esses dados indicam ligagao entre 
os genes para cor do corpo e comprimento da asa? 
Qual e a frequencia de recombinagao? Represente 
o cruzamento, mostrando o arranjo dos marcado- 
res geneticos nos cromossomos. 

7.12 Outra femea de mosca-das-frutas com fenotipo 
selvagem heterozigota para os dois genes mencio- 
nados no problema anterior foi cruzada com um 
macho homozigoto de corpo preto e asas vestigiais. 
O cruzamento produziu a seguinte prole: 23 de cor¬ 
po cinza e asas normais; 127 de corpo cinza e asas 
vestigiais; 124 de corpo preto e asas normais; 26 de 
corpo preto e asas vestigiais. Esses dados indicam 
ligagao? Qual e a frequencia de recombinagao? Re- 
presente o cruzamento, mostrando o arranjo dos 
marcadores geneticos nos cromossomos. 

7.13 Em coelhos, o alelo dominante C e necessario para 
pelagem colorida; o alelo recessivo c produz pela- 
gem incolor (albino). Na presenga de no minimo 
um alelo C, outro gene determina se a pelagem e 
preta ( B , dominante) ou castanha (b, recessivo). 


Uma linhagem homozigota de coelhos com pela¬ 
gem castanha foi cruzada com uma linhagem ho¬ 
mozigota de albinos. Em seguida, a Fj foi cruzada 
com coelhos homozigotos duplos recessivos, produ- 
zindo os seguintes resultados: 34 de pelagem preta; 
66 de pelagem castanha; 100 de pelagem albina. Ha 
ligagao entre os genes bee? Qual e a frequencia de 
recombinagao? Represente o cruzamento, mostran¬ 
do o arranjo dos marcadores geneticos nos cromos¬ 
somos. 

7.14 Em tomateiros, a planta alta ( D ) e dominante em 
relagao a planta ana (d) e o fruto esferico (P) e 
dominante em relagao ao fruto piriforme ( p ). Os 
genes para altura da planta e formato do fruto sao 
ligados com recombinagao de 20% entre eles. Uma 
planta alta (I) com fruto esferico foi cruzada com 
uma planta ana de fruto piriforme. O resultado foi: 
81 plantas altas com fruto esferico; 79 plantas anas 
com fruto piriforme; 22 plantas altas com fruto pi¬ 
riforme; 17 plantas anas com fruto esferico. Outra 
planta alta de fruto esferico (II) foi cruzada com a 
planta ana de fruto piriforme, com o seguinte resul¬ 
tado: 21 plantas altas com fruto piriforme; 18 plan¬ 
tas anas com fruto esferico; 5 plantas altas com fruto 
esferico; 4 plantas anas com fruto piriforme. Repre¬ 
sente esses dois cruzamentos mostrando os mar¬ 
cadores geneticos nos cromossomos. Que classes 
fenotfpicas voce esperaria do cruzamento das duas 
plantas altas com frutos esfericos, is to e, I X II? Em 
que proporgoes? 

7.15 Em Drosophila , os genes sr (torax listrado [stripe]) 
e e (corpo ebano [ebony]) estao localizados a 62 e 
70 cM, respectivamente, da extremidade esquerda 
do cromossomo 3. Fima femea listrada homozigota 
para e + foi cruzada com um macho de corpo ebano 
homozigoto para sr + . Toda a prole apresentou feno¬ 
tipo selvagem (corpo cinza e sem listras). 

(a) Que tipos de gametas serao produzidos pelas femeas 
da Fj? Em que proporgoes? 

(b) Que tipos de gametas serao produzidos pelos ma¬ 
chos da F x ? Em que proporgoes? 

(c) Qual e a prole esperada do cruzamento de femeas 
da Fj com machos de corpo ebano e listrado? Em 
que proporgoes? 

(d) Qual seria a prole esperada do intercruzamento de 
machos e femeas da F x ? Em que proporgoes? 

7.16 Em Drosophila , os genes ae b estao nas posigoes 22,0 
e 42,0 no cromossomo 2, e os genes ce d estao nas 
posigoes 10,0 e 25,0 no cromossomo 3. Uma mosca 
homozigota para os alelos selvagens desses quatro 
genes foi cruzada com uma mosca homozigota para 
os alelos recessivos, e as femeas da F l foram retro- 
cruzadas com os pais recessivos quadruplos. Qual 
seria a prole esperada desse retrocruzamento? Em 
que proporgoes? 

7.17 Os genes de Drosophila vg (asas vestigiais) e cn 
(olhos cinabre) estao localizados em 67,0 e 57,0, 
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respectivamente, no cromossomo 2. Uma femea de 
uma linhagem homozigota de moscas com asas ves- 
tigiais foi cruzada com um macho de uma linhagem 
homozigota de moscas com olhos cinabre. Os hibri- 
dos da FI tinham fenotipo selvagem (asas longas e 
olhos vermelho-escuros). 

(a) Quantos tipos diferentes de gametas poderiam pro- 
duzir as femeas da Fj? Em que proporgoes? 

(b) Que tipo de prole seria esperado do cruzamento 
dessas femeas com machos de olhos cinabre e asas 
vestigiais? Em que proporgoes? 

7.18 Em Drosophila, os genes st (olhos escarlate [scarlet ]), 
ss (ausencia de cerdas [spineless] ) e e (corpo ebano 
[ebony]) estao localizados no cromossomo 8, e as 
posigoes de mapa sao: 

st ss e 

44 58 70“ 

Todas essas mutagoes sao recessivas em relagao ao 
alelo selvagem (st, olhos vermelho-escuros; ss+, 
cerdas lisas; e + , corpo cinza). Femeas de fenotipo 
selvagem com genotipo st ss e + / st ss + e foram cru- 
zadas com machos recessivos triplos. Preveja os fe- 
notipos da prole e as frequencias com que ocorrem 
supondo que (a) nao haja interferencia e (b) haja 
interferencia completa. 

7.19 No milho, os genes PI para folhas roxas (purple) 
(dominante em relagao a pi, para folhas verdes), sm 
para estilo-estigma salmao (salmon) (recessivo em 
relagao a Sm, para estilo-estigma amarelo) e py para 
vegetal pigmeu (pigmy) (recessivo em relagao a Py, 
para vegetal de tamanho normal) estao no cromos¬ 
somo 6, com as seguintes posigoes de mapa: 

pi sm py 

45 55 65 

Hibridos do cruzamento Pi sm py/pl sm py X pi Sm 
Py/pl Sm Py foram submetidos a cruzamento-teste 
com plantas pi sm py/pl sm py. Preveja os fenotipos 
da prole e as frequencias com que ocorrem supon¬ 
do que (a) nao haja interferencia e (b) haja inter¬ 
ferencia completa. 

7.20 No milho, os genes Tu, j2 e gl3 estao localizados no 
cromossomo 4 nas posigoes de mapa 101,106 e 112, 
respectivamente. Se plantas homozigotas para os 
alelos recessivos desses genes forem cruzadas com 
plantas homozigotas para os alelos dominantes, e 
for realizado cruzamento-teste das plantas da F } com 
plantas recessivas triplas, que genotipos voce espera 
encontrar? Em que proporgoes? Considere que a in¬ 
terferencia e completa nesse intervalo de mapa. 

7.21 Um geneticista de Drosophila fez um cruzamento 
entre femeas homozigotas para as tres mutagoes re¬ 
cessivas ligadas ao X (y, corpo amarelo ; ec, formato 
de olhos equino; w, cor dos olhos branca) e machos 
de tipo selvagem. Em seguida, cruzou as femeas da 
F x com machos mutantes triplos e obteve os seguin¬ 
tes resultados: 


Femeas 

Machos 

Numero 

4- 4 +/y ecw 

4 4 4 

475 

y ec w/ y ec w 

y ecw 

469 

y 4- 4- /y ecw 

y 4 4 

8 

4 ec w/y ec w 

4 ecw 

7 

y 4 w/y ec w 

y 4 w 

18 

4 ec 4 /y ec w 

4 ec 4 

23 

4 4 w/y ec w 

4 4 w 

0 

y ec 4/y ec w 

y ec 4 

0 


Determine a ordem dos tres loci y, ec e w e estime 
as distancias entre eles no mapa de ligagao do cro¬ 
mossomo X. 


7.22 Um geneticista de Drosophila fez um cruzamento en¬ 
tre femeas homozigotas para as tres mutagoes liga¬ 
das ao X (y, corpo amarelo ; B , formato de olhos em 
barra; v, cor vermelhao dos olhos) e machos de tipo 
selvagem. As femeas da ¥ v que tinham corpo cinza 
e olhos em barra com pigmento vermelho-escuro, 
foram cruzadas com machos y B* v, com o seguinte 


resul tado: 

Fenotipo Numero 

corpo amarelo, olhos em barra, i 546 

vermelhao r 

tipo selvagem ^ 

corpo amarelo 1 244 

olhos em barra, vermelhao . 

corpo amarelo, olhos vermelhao 1 160 

olhos em barra 

corpo amarelo olhos em barra 50 

olhos vermelhao 


Determine a ordem desses tres loci no cromosso¬ 
mo X e estime as distancias entre eles. 

7.28 O cruzamento-teste de femeas de Drosophila hetero- 
zigotas para tres mutagoes recessivas e (corpo eba¬ 
no), st (olhos escarlate) e ss (ausencia de cerdas) 


obteve a seguinte prole: 

Fenotipo Numero 

tipo selvagem 67 

corpo ebano 8 

corpo ebano, olhos escarlate 68 

corpo ebano, ausencia de cerdas 847 

corpo ebano, olhos escarlate, ausencia 78 

de cerdas 

olhos escarlate 368 

olhos escarlate, ausencia de cerdas 10 

ausencia de cerdas _ 54 


(a) O que indica que os genes estao ligados? 

(b) Qual era o genotipo das femeas heterozigotas origi- 
nais? 

(c) Qual e a ordem dos genes? 

(d) Qual e a distancia de mapa entre e e st? 

(e) Entre e e ss? 
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(f) Qual e o coeficiente de coincidencia? 

(g) Faga o diagrama dos cruzamentos desse experi- 
mento. 

7.24 Considere uma femea de Drosophila com o seguinte 
genotipo do cromossomo X: 

w dor + 

zu + dor 

Os alelos recessivos w e dor causam cores dos olhos 
mutantes (branca e laranja-escuro, respectivamen- 
te). No entanto, w e epistatico em relagao a dor, isto 
e, os genotipos w dor/Y e w dor/w produzem olhos 
brancos. Se houver recombinagao de 40% entre w 
e dor, que proporgao dos filhos machos dessa femea 
heterozigota tera fenotipo mutante? Que propor¬ 
gao tera olhos vermelhos ou laranja-escuro? 

7.25 Em Drosophila, as mutagoes recessivas ligadas ao 
X prune ( pn) e garnet (g) recombinam-se com fre¬ 
quencia de 0,4. Essas duas mutagoes tornam os 
olhos castanhos em vez de vermelho-escuros. Fe- 
meas homozigotas para a mutagao pn foram cruza- 
das com machos hemizigotos para a mutagao g, e 
as filhas da F p todas com olhos vermelho-escuros, 
foram cruzadas com os irmaos de olhos castanhos. 
Preveja a frequencia de filhos machos que terao 
olhos vermelho-escuros nesse ultimo cruzamento. 

7.26 Suponha que haja em Drosophila tres genes ligados 
ao X, x, y,e z, e que cada alelo mutante e recessivo 
em relagao ao alelo selvagem. O cruzamento entre 
femeas heterozigotas para esses tres loci e machos 
de tipo selvagem produziu a seguinte prole: 


Femeas 

+ + + 

1.010 

Machos 

+ -1- + 

39 


+ + z 

430 


+ y z 

32 


x 4- + 

27 


x y + 

441 


x y z 

31 


Total: 2.010 


Usando esses dados, construa um mapa de liga¬ 
gao genica dos tres genes e calcule o coeficiente de 
coincidencia. 

7.27 No nematodeo Caenorhabditis elegans , os genes liga¬ 
dos dpy (corpo troncudo [dumpy]) e unc (compor- 
tamento descoordenado [uncoordinated]) recombi- 
nam-se com uma frequencia P. Se um heterozigoto 
para repulsao com mutagoes recessivas nesses genes 
for autofertilizado, que fragao da prole tera corpo 
troncudo e movimentos descoordenados simulta- 
neamente? 

7.28 No cruzamento-teste a seguir, os genes a e b estao 
distantes 20 cM, e os genes bee estao distantes 
10 cM: a + c/4- b + X a b c/a be, Se o coeficiente 
de coincidencia e 0,5 nesse intervalo no mapa de 


ligagao, quantos indivtduos homozigotos recessivos 
triplos sao esperados na prole de 1.000 indivtduos? 

7.29 Femeas de Drosophila heterozigotas para tres muta¬ 
goes recessivas, a, be c, foram cruzadas com machos 
homozigotos para as tres mutagoes. O resultado do 
cruzamento foi: 


Fenotipo Numero 


+ + 

+ 

75 

+ + 

c 

348 

+ b 

c 

96 

a + 

+ 

110 

a b 

+ 

306 

a b 

c 

65 


Faga um mapa de ligagao mostrando a ordem 
correta desses tres genes e estime as distancias en¬ 
tre eles. 


7.30 Um segundo cromossomo de Drosophila que tinha 
uma mutagao letal recessiva, l(2)gl4, foi mantido 
em estoque com um cromossomo balanceador 
marcado por uma mutagao dominante para asas 
recurvadas (curly). Essa ultima mutagao, designa- 
da Cy, tambem esta associada a um efeito letal re¬ 
cessivo, mas esse efeito e diferente do efeito de 1(2) 
gl4. Assim, as moscas I(2)gl4/Cy sobrevivem e tern 
asas recurvadas. Moscas sem a mutagao Cy tern asas 
retas. Um pesquisador cruzou femeas I(2)gl4/Cy 
com machos que tinham os segundos cromosso- 
mos com diferentes delegoes (todos homozigotos 
letais) balanceados em relagao ao cromossomo Cy 
(genotipo Df/Cy). Cada cruzamento foi classifica- 
do quanto a presenga ou ausencia de prole com 
asas retas. 



Em que banda esta localizada a mutacao letal 1(2) 
gl4> 

7.31 O heredograma a seguir, apresentado em 1937 por 
C. L. Birch, mostra a heranga de discromatopsia e 
hemofilia ligadas ao X em uma familia. Qual e o 
genotipo de II-2? Algum de seus filhos apresenta 
evidencias de recombinagao entre os genes para 
discromatopsia e hemofilia? 
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o 

Legenda dos fenotipos: 

1 

2 

□ Q Normal 


£ Discromatopsia 

1 2 

3 

] Hemofilia 

urnrn 

1 2 3 


7.32 o heredograma a seguir, apresentado em 1938 por 
B. Rath, mostra a heranga de discromatopsia e he¬ 
mofilia ligadas ao X em uma famflia. Quais sao os 
possiveis genotipos de II-l? Para cada genotipo pos- 
sivel, avaiie se os filhos de II-l tem evidencias de 
recombinagao entre os genes para discromatopsia 
e hemofilia. 



7.33 Uma mulher normal, cujo pai tinha discromatop¬ 
sia, casou-se com um homem normal, e seu pri- 
meiro filho, um menino, e hemofflico. Tan to a dis¬ 
cromatopsia quanto a hemofilia sao causadas por 


mutagoes recessivas ligadas ao X, e os genes em ques- 
tao sao separados por 10 cM. Esse casal pretende ter 
outro filho. Qual e a probabilidade de que ele tenha 
hemofilia? Discromatopsia? Hemofilia e discroma¬ 
topsia? Nem hemofilia nem discromatopsia? 

7.34 Duas linhagens de milho, Ml e M2, sao homozi- 
gotas para quatro mutagoes recessivas, a, b, c e d ? 
em um dos grandes cromossomos no genoma. A li- 
nhagem W1 e homozigota para os alelos dominan- 
tes dessas mutagoes. Os hibridos produzidos pelo 
cruzamento de Ml e W1 apresentam muitas classes 
diferentes de recombinantes, enquanto os hibridos 
produzidos pclo cruzamento de M2 e W1 nao tem 
recombinantes. Qual e a diferenga entre Ml e M2? 

7.35 Um geneticista estudioso de Drosophila identificou 
uma linhagem de moscas com uma grande inversao 
no brago esquerdo do cromossomo 3. Essa inversao 
inclui duas mutagoes, e (corpo ebano [ebony]) e cd 
(olhos vermelho-vivo [cardinal]) , e e ladeada por 
duas outras mutagoes, sr (torax listrado [stripe]) a 
direita e ro (olhos rugosos [rough]) a esquerda. O 
geneticista quer substituir as mutagoes e e cd den- 
tro da inversao por seus alelos selvagens e pretende 
fazer isso recombinando o cromossomo invertido, 
mutante multiplo, com um cromossomo sem inver¬ 
sao, de tipo selvagem. Com que ocorrencia o ge¬ 
neticista esta contando para alcangar seu objetivo? 
Explique. 


Genomica na Web em http://www.ncbi.nlm.nih.gov 


Os mapas cromossomicos foram desenvolvidos por T. H. 
Morgan e seus alunos, que usaram Drosophila como orga- 
nismo experimental. 

1. Encontre no mapa genetico as posigoes dos genes w 
(olhos brancos), m (asas em miniatura) e/ (cerdas bi- 
furcadas) no cromossomo X (tambem designado cro¬ 
mossomo 1) de Drosophila melanogaster . 

2. Encontre as posigoes desses tres genes no mapa citoge- 
netico do cromossomo X de D. melanogaster : 

Dica: No site , clique em Genomes and Maps , depois em 
Genome Project e, por fim, em Genomic Biology. Entao, em 
Genoma resources , clique em Insects. Abra a pagina sobre 
Drosophila melanogaster e, em Sequencing Centers , na barra 
lateral, clique em FlyBase, que e o banco de dados de in- 
formagoes genomicas sobre Drosophila. Na pagina princi¬ 
pal de FlyBase, procure por um dos tres genes para encon- 
trar as localizagoes geneticas e citologicas. 


3. Use a fungao Map Viewer no site para localizar w, me f 
no ideograma do cromossomo X. 

4. Genes homologos sao genes derivados de um ances¬ 
tral comum. O gene SRY responsavel pela determi- 
nagao do sexo em seres humanos esta localizado no 
cromossomo Y. Um homologo desse gene, denomina- 
do S0X3 , esta localizado no cromossomo X. Encontre 
esses dois genes nos ideogramas dos cromossomos se- 
xuais humanos. Em que bandas estao localizados? 

5. RBMXe RBMY sao outro par de genes homologos nos 
cromossomos X e Y humanos. Localize esses dois ge¬ 
nes em relagao a SOX3 e SRY. A luz da historia evolu- 
tiva dos cromossomos X e Y, qual poderia ser o res¬ 
ponsavel pelas posigoes desses dois pares de genes nos 
cromossomos sexuais? 

Dica: Pesquise usando a fungao “Find in This View 1 na pa¬ 
gina Map Viewer do site. 





























Genetica de Bacterias 

e seus Virus 





PANORAMA 


Virus e bacterias em genetica 
Genetica dos virus 





Bacterias multirresistentes 
Uma bomba-relogio? 

Oscar Peterson, filho de noruegueses que imigraram para 
a fronteira do Minnesota no fim do seculo 19, era uma crian- 
ga feliz. Mas essa infancia feliz durou pouco. Logo, sua mae 
adoeceu gravemente, com uma tosse incessante, dor toracica e 
febre alta. Sua mae tinha tuberculose (TB), uma doenga temida, 
causada pela bacteria Mycobacterium tuberculosis. A TB e al- 
tamente contagiosa porque o M. tuberculosis e transmitido por 
goticulas em aerossol produzidas quando uma pessoa infectada 
tosse ou espirra. Muitas vezes era fatal, porque nao existia trata- 
mento eficaz na epoca. Prescrevia-se ar fresco e, por isso, a familia 
Peterson dormia com as janelas abertas, mesmo durante os me- 
ses de inverno. Por ser a tuberculose tao contagiosa, as famflias 
que tinham alguem doente viviam em isolamento quase total. Os 
amigos tinham medo de visita-las e contrair a doenga. A mae de 
Oscar morreu quando ele tinha 14 anos, e sua vida imediatamen- 
te mudou. Ele abandonou a escola para cuidar dos irmaos mais 
novos enquanto o pai trabalhava. 

Milhares de familias fronteirigas como os Peter¬ 
sons lutaram para sobreviver ao flagelo da tuberculo¬ 
se na primeira parte do seculo 20. Depois, Alexander 
Fleming descobriu a penicilina, e houve uma revolu- 
gao no tratamento das doengas bacterianas. Durante 
as decadas de 1940 e 1950, os cientistas descobriram 
um arsenal de antibioticos altamente eficazes. Des- 
se modo, houve uma nitida queda da incidencia de 
tuberculose nos EUA durante a decada de 1970. Na 
verdade, muitos medicos acreditavam que aTB pode- 
ria ser totalmente erradicada. Infelizmente, estavam 
errados! 

Em 16 de novembro de 1991, uma manchete no 
The NewYorkTimes anunciava:“Tuberculose resisten- 
te a medicamentos provoca 13 mortes nas prisoes 
de Nova York". Depois, um agente penitenciario em 
Siracusa morreu vftima da mesma linhagem de M. tu¬ 
berculosis resistente que matara os presidiarios e, infe- 


Genetica das bacterias 

Mecanismos de troca genetica em bacterias 

Significado evolutivo da troca genetica em 
bacterias 


lizmente, essa linhagem resistente era apenas a ponta do iceberg. 
Hoje, muitas linhagens de M. tuberculosis sao resistentes a toda 
uma serie de farmacos e antibioticos. Essas linhagens resistentes 
sao de dois tipos: linhagens multirresistentes (MDR), que resistem 
a maioria dos antibioticos normalmente prescritos, e linhagens 
extremamente resistentes (XDR), resistentes tambem aos anti¬ 
bioticos usados no tratamento da TB MDR. As linhagens MDR e 
XDR de M. tuberculosis estao presentes em todo o mundo, com 
frequences particularmente altas nas prisoes, desde Nova York ate 
a Siberia. A base genetica dessa TB multirresistente e analisada 
adiante neste capitulo (veja Plasmidios e epissomos) e no Capi- 
tulo 17. 


Mycobacterium tuberculosis, a_hacteria causadora da tuberculose em seres 
humanos. 





























164 Fundamentos de Genetica 


Qual e a gravidade da ameaga que o surgimento das bacterias 
MDR e XDR representa para a saude humana? O Dr. Lee Reichman, 
um dos grandes especialistas mundiais em tuberculose, definiu a 
M. tuberculosis MDR como uma "bomba-relogio". Em todo o mun¬ 
do, 2 bilhoes de pessoas (15 milhoes nos EUA) estao infectadas 
por M. tuberculosis latente. Desses, 8,4 milhoes desenvolvem TB 
ativa e 2 milhoes morrem anualmente. Em 18 de margo de 2010, a 


Organizagao Mundial da Saude divulgou que aTB MDR e aTB XDR 
alcangaram nfveis recorde, com 440.000 casos mundiais em 2008. 
Em algumas regioes do mundo, uma em cada quatro pessoas com 
TB nao e tratada corretamente com esquemas antibioticos de re¬ 
ferenda; elas estao infectadas pelas linhagens MDR e XDR de M. 
tuberculosis .Talvez devamos tomar medidas para enfrentar a crise 
da TB MDR e XDR agora - antes que a “bomba" exploda. 



Virus e bacterias em genetica 


Bacterias e virus fizeram contribuigoes importantes para 
a ciencia da genetica. 

Vivemos em um mundo com incontaveis bacterias e 
virus. Algumas bacterias, como a M. tuberculosis , sao 
prejudiciais; outras, como as que usamos para produ- 
zir iogurte, sao uteis. As bacterias tern papel importan- 
te nos ecossistemas do planeta. Elas erodem as rochas, 
capturam energia das substancias no ambiente, fixam o 
nitrogenio atmosferico em substancias que podem ser 
usadas por outros organismos e decompoem o corpo de 
organismos mortos. Se as bacterias nao desempenhas- 
sem essas fungoes, nao existiria a vida da maneira que 
conhecemos. Esses diminutos organismos possibilitam 
a sobrevivencia de grandes organismos multicelulares 
como nos. 

Os geneticistas comegaram a estudar as bacterias e seus 
virus em meados do seculo 20, anos depois da consolida- 
gao dos principios de Mendel e da teoria cromossomica 
da hereditariedade. Para os primeiros geneticistas bac- 
terianos e virais, esses minusculos organismos pareciam 
oferecer a possibilidade de ampliar a analise genetica ate 
um nivel bioquimico mais profundo - na verdade, ate as 
moleculas que constituent os genes e os cromossomos. 
Como veremos neste capitulo e nos subsequentes, essa 
perspectiva empolgante foi concretizada. A analise gene¬ 
tica de bacterias e virus possibilitou que pesquisadores 
sondassem a natureza quimica dos genes e seus produtos. 
Tudo que agora chamamos de biologia molecular teve 
como base o estudo de bacterias e virus. 

Para um cientista pesquisador, as bacterias e os virus 
tern diversas vantagens em comparagao com organis¬ 
mos como o milho ou a Drosophila. A primeira e que sao 
pequenos, reproduzem-se com rapidez e formam gran¬ 
des populagoes em questao de dias. Um experimenta- 
dor pode criar 10 10 bacterias em um pequeno tubo de 
cultura; ja 10 10 Drosophila ocupariam uma sala de 4 m 
X 4 m X 4 m. A segunda e que bacterias e virus podem 
crescer em meio de cultura definido bioquimicamen- 
te. Como os constituintes do meio de cultura podem 
ser modificados a vontade, um pesquisador e capaz de 


identificar as necessidades quimicas do organismo e in- 
vestigar como ele processa essas substancias durante seu 
metabolismo. Tambem e possivel acrescentar farmacos 
como antibioticos ao meio para destruir as bacterias se- 
letivamente. Esse tipo de tratamento possibilita ao pes¬ 
quisador identificar linhagens resistentes e sensiveis de 
uma especie de bacterias - por exemplo, para verificar 
se o M. tuberculosis cultivado em material colhido de um 
paciente e resistente a determinado antibiotico. A ter- 
ceira vantagem e que bacterias e virus tern estruturas 
e fisiologia relativamente simples. Portanto, sao ideais 
para o estudo de processos biologicos fundamentais. 
Por fim, e facil detectar a variabilidade genetica entre 
esses microrganismos. Ao examinarmos bacterias ou 
virus, quase sempre constatamos que tern fenotipos di- 
versos e que essas diferengas sao hereditarias. Por exem¬ 
plo, algumas linhagens de especies bacterianas podem 
crescer em um meio definido bioquimicamente cuja 
unica fonte de energia e a lactose, mas outras nao. As 
linhagens incapazes de crescer nesse tipo de meio sao 
mutantes em relagao ao metabolismo da lactose. A capa- 
cidade de obter linhagens mutantes de bacterias e virus 
possibilitou que os geneticistas analisassem fenomenos 
complexos como o recrutamento de energia, a sintese 
proteica e a divisao celular em nivel molecular. 

Os avangos da biologia molecular durante as ultimas 
decadas garantiram muitas informagoes sobre os geno- 
mas de muitos virus e bacterias. Hoje, conhecemos as se¬ 
quences nucleotidicas completas dos genomas de uma 
grande quantidade de virus e bacterias. Essas sequencias 
oferecem informagoes detalhadas sobre o controle gene- 
tico do metabolismo em diversas especies de microbios e, 
principalmente, sobre suas relagoes evolutivas. Examina- 
remos algumas dessas informagoes no Capitulo 15 (veja 
Genomica comparativa). 

Neste capitulo nos concentraremos em alguns virus e 
bacterias que tiveram papeis importantes na analise ge¬ 
netica. Esses microrganismos incluem a bacteria Escheri¬ 
chia coli e dois virus que a infectam. Iniciaremos nossa 
investigagao com os microrganismos mais simples - os 
virus que infectam bacterias como a E. coli. 
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PONTOS ESSENCIAIS • 0 tamanho pequeno, o tempo de geraQao curto e as estruturas simples tomaram bacterias e 

virus sistemas-modelo uteis para estudos geneticos 
• Muitos conceitos basicos de genetica foram deduzidos inicialmente a partir de estudos de 
bacterias e virus . 


G enetic a d os virus _ 

Os vfrus so se reproduzem ao infectarem celulas hos- 
pedeiras vivas. Os bacteriofagos sao virus que infectam 
bacterias. Varios conceitos geneticos importantes foram 
descobertos gragas aos estudos de bacteriofagos. 

Os virus situam-se na fronteira entre seres vivos e nao vi¬ 
vos. Considere, por exemplo, um vfrus que produz man- 
chas nas folhas do tabaco, disturbio denominado doen- 
ga do mosaico do tabaco. O vfrus do mosaico do tabaco 
(TMV) pode ser cristalizado e armazenado durante anos. 
Nesse estado, nao apresenta nenhuma das propriedades 
normalmente associadas aos sistemas vivos: nao se repro- 
duz, nao cresce nem se desenvolve; nao usa energia e nao 
responde a estfmulos ambientais. No entanto, se uma 
suspensao lfquida contendo o TMV for esfregada sobre 
a folha do tabaco, os vfrus em suspensao infectarao as 
celulas, se reproduzirao, usarao a energia fornecida pe- 
las celulas vegetais e responderao a sinais celulares. Sem 
duvida, eles apresentam propriedades de sistemas vivos. 

Na verdade, e a simplicidade dos vfrus que os toma 
recursos de pesquisa ideals para analise genetica. Muitas 
questoes diffceis de responder quando se usavam siste¬ 
mas eucarioticos mais complexos foram resolvidas pelo 
uso de vfrus. No Capftulo 9, nos discutiremos experimen- 
tos que usaram vfrus para mostrar que as informagoes 
geneticas sao armazenadas no DNA e no RNA. Nos Ca- 
pftulos 10, 11 e 12 discutiremos experimentos com uso 
de vfrus para esclarecer os mecanismos de duplicagao, 
transcrigao e tradugao do DNA. Neste capftulo, nos con- 
centraremos em vfrus que infectam bacterias: discorrere- 
mos sobre a organizagao de seus genomas e os metodos 
desenvolvidos por geneticistas para analisa-los. 

Os vfrus que infectam bacterias sao denominados 
bacteriofagos (do grego, “comer bacterias”). Entre os mui¬ 
tos bacteriofagos identificados, dois tiveram papeis mais 
importantes na elucidagao de conceitos geneticos. Es¬ 
ses dois vfrus infectam a Escherichia coli , bacilo presente 
no colon. Os bacteriofagos sao classificados em dois ti- 
pos - virulentos e temperados - de acordo com o estilo 
de vida nas celulas infectadas. O bacteriofago T4 (fago 
T4) e um fago virulento; usa o mecanismo metabolico 
da celula hospedeira para se multiplicar e destroi a ce- 
lula durante esse processo. O bacteriofago lambda (X), 
um fago temperado, e outro colifago (fago que infecta 
E. coli); esse fago, porem, pode destruir a celula hospe¬ 
deira, como o fago T4, ou fazer uma associagao especial 
com o hospedeiro e replicar seu genoma junto com o 
genoma da celula hospedeira a cada duplicagao celular. 


Os resultados de estudos realizados com bacteriofagos T4 
e lambda estabeleceram paradigmas geneticos relevantes 
para compreender outros tipos de vfrus, como o vfrus da 
imunodeficiencia humana, HIV (veja discussao sobre o 
HIV no Capftulo 17). 

BACTERIOFAGO T4 

O bacteriofago T4 e um vfrus grande cujas informagoes 
geneticas sao armazenadas em uma molecula de DNA bi- 
filamentar armazenada dentro de uma cabega proteica 
(Figura 8.1 A). O vfrus e quase todo constitufdo de protef- 
nas e DNA - em quantidades aproximadamente iguais 
(Figura 8.1B). O cromossomo de T4 tern aproximadamen¬ 
te 168.800 pares de bases e contem cerca de 150 genes ca- 
racterizados e um numero igual de sequencias nao carac- 
terizadas que supostamente sao genes. A cauda do vfrus 
tern varios componentes importantes. A cavidade central 
e um canal usado para injetar o DNA do fago na bacteria. 
A bainha da cauda atua como um pequeno musculo que 
se contrai e empurra o centro da cauda atraves da parede 
da bacteria. As seis fibras da cauda sao usadas para localizar 
receptores na celula hospedeira, e as espfculas da cauda 
na placa basal ligam-se com firmeza a esses receptores. O 
funcionamento correto de todos esses componentes e im- 
prescindfvel para que o fago infecte uma celula de E. coli 
O bacteriofago T4 e um fago litico; quando infecta uma 
bacteria, replica-se e destroi a celula hospedeira, produ- 
zindo cerca de 300 vfrus por celula infectada (Figura 8.2). 
Depois que e injetado na bacteria hospedeira, o DNA do 
fago comanda com rapidez (dentro de 2 min) a sfntese 
de protefnas que bloqueiam a transcrigao, a tradugao e 
a replicagao de genes bacterianos, permitindo que o vf¬ 
rus assuma o controle do mecanismo metabolico do hos¬ 
pedeiro. Alguns genes do fago codificam nucleases que 
decompoem o DNA do hospedeiro. Outras protefnas 
do fago iniciam a replicagao do DNA do fago. Um pou- 
co mais tarde, sao expressos os genes que codificam os 
componentes estruturais do vfrus. Em seguida, comega a 
montagem dos fagos da prole; a prole infecciosa comega 
a se acumular na celula hospedeira aproximadamente 
17 min apos a infecgao. Por volta de 25 min depois da 
infecgao, uma enzima codificada pelo fago, denominada 
lisozima, decompoe a parede celular bacteriana e rompe 
a bacteria hospedeira, liberando cerca de 300 fagos por 
celula infectada. 

Como ja mencionado, o T4 codifica nucleases que de- 
gradam o DNA do hospedeiro. Os produtos dessa degra- 
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Uma extremidade da 
molecula de DNA 


Outra extremidade da 
molecula de DNA 


200 nm 

B 

H FlGURA 8.1 Bacteriofago T4. A. Diagrama mostrando a estrutura do 
bacteriofago T4. B. Micrografia eletronica de um bacteriofago T4 (cen- 
tro) cujo DNA foi liberado por choque osmotico. E possivel ver as duas 
extremidades da molecula linear de DNA. 


dagao sao usados na smtese de DNA do fago. Mas como 
essas enzimas degradam o DNA do hospedeiro sem des- 
truir o DNA do \irus? A resposta e que o DNA de T4 tem 
uma base incomum - 5-hidroximetilcitosina (HMC; cito- 
sina com um grupo - CH 2 OH ligado a um dos atomos da 
molecula de citosina) - em vez de citosina. Alem disso, ha 
derivados das moleculas de glicose ligados a HMC. Essas 
modificagoes protegem o DNA do T4 contra a decompo- 
sigao pelas nucleases que decompoem o DNA da celula 
hospedeira. 

E possivel mapear os genes nos cromossomos do 
bacteriofago T4 usando frequencias de recombinagao, da 


mesma maneira que em eucariotos. No entanto, como os 
virus tem so um cromossomo que nao passa por meiose, 
o metodo de mapeamento e um pouco diferente do usa- 
do em um organismo como a Drosophila . Os cruzamentos 
sao realizados por infecgao simultanea de bacterias hos- 
pedeiras com dois tipos diferentes de fagos, seguida de 
pesquisa de genotipos recombinantes na prole de fagos. 
As distancias de mapa, em centiMorgans, sao calculadas 
como o numero medio de crossing overs ocorridos entre 
marcadores geneticos. Quando as distancias sao curtas, 
as distancias de mapa sao aproximadamente iguais a por- 
centagem de cromossomos recombinantes na prole. 

Existem muitos tipos diferentes de alelos mutantes 
no fago T4. As mutagoes termossensiveis (ts) estao entre 
as mais uteis. O T4 de tipo selvagem cresce em tempe- 
raturas que variam de aproximadamente 25°C a 42°C, 
enquanto os mutantes termossensiveis crescem a 25°C, 
mas nao a 42°C. Assim, e possivel distinguir os mutan¬ 
tes ts do fago de tipo selvagem por cultura do fago em 
baixa e alta temperatura. Discutiremos essas mutagoes 
termossensiveis e outros tipos de mutantes de T4 nos 
Capitulos 12 e 13. 

BACTERIOFAGO LAMBDA 

O bacteriofago lambda (A) e outro colifago que fez gran- 
des contribuigoes a genetica. Ele e menor que o T4; mas 
seu ciclo de vida e mais complexo. O genoma de lambda 
contem cerca de 50 genes em uma molecula de DNA bi- 
filamentar com 48.502 pares de bases de comprimento. 
Essa molecula linear de DNA esta na cabega do A (Figu- 
ra 8.3). Logo depois de ser injetado na celula de E. coli, a 
molecula de DNA de A e convertida em uma forma cir¬ 
cular, que participa de todos os processos intracelulares 
subsequentes. 

Dentro da celula, o cromossomo circular de A pode 
seguir por duas vias (Figura 8.4). Pode entrar em um ci¬ 
clo litico, durante o qual se reproduz e codifica enzimas 
que lisam a celula hospedeira, assim como o fago T4. Ou 
pode entrar em uma via lisogenica, na qual e inserido no 
cromossomo da bacteria hospedeira e, depois, e replica- 
do junto com esse cromossomo. Nesse estado integrado, 
o cromossomo do A e denominado profago. Para que esse 
estado continue, os genes do profago que codificam pro- 
dutos participantes da via litica - por exemplo, enzimas 
que participant da replicagao do DNA do fago, protei- 
nas estruturais necessarias para a morfogenese do fago 
e a lisozima que catalisa a lise celular - nao podem ser 
expressos. 

A integragao do cromossomo do A ocorre por um 
evento de recombinagao sitio-especifico entre o DNA cir¬ 
cular do A e o cromossomo circular de E. coli (Figura 8.5). 
Essa recombinagao ocorre em sitios de ligagao especifi- 
cos - attP no cromossomo de A e attB no cromossomo 
bacteriano - e e mediada pelo produto do gene ini do A, 
a integrase do A. A integrase faz a insergao covalente do 
DNA do A no cromossomo da celula hospedeira. A re¬ 
combinagao sitio-especifica ocorre na regiao central dos 
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T = 0 min: um bacteriofago T4 fixa-se a 

celula de E. coli e injeta seu DNA. 


T = 25 min: 9 

lise da bacteria hospedeira, 
com liberacao de 
aproximadamente 
300 fagos filhos. 



T = 17 min: © 

montagem das primeiras 
particulas completas 
do fago. 


Legenda: 

— DNA do T4 
m DNA de E. coli 
mmm- mRNA de T4 fixado a 

ribossomos do hospedeiro 
© Protemas especificas do fago 
Fibra da cauda montada 


O 

1 = 2 min: 

inicio da sintese de mRNA 
especificos do fago. 


T = 6 min: 

a replicacao do DNA do 
fago comeca; o DNA do 
hospedeiro foi degradado 
por nucleases codificadas 
pelo fago. 


T = 14 min: comecam a surgir cabecas 
contendo DNA, caudas sem 
fibras e fibras da cauda montadas. 


FIGURA 8.2 O ciclo de vida do bacteriofago T4. 



m FIGURA 8.3 Bacteridfago \. Micrografia eletronica (A) e diagrama (B) mostram a estrutura do bacteriofago X. 
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DNA de 
lambda 
(na cabeca) 



Muitos I. Via litica _ [ II. Via lisogenica 




■ FIGURA 8.4 O ciclo de vida do bacteriofago X. Os dois estados intracelulares do bacteriofago lambda: crescimento litico e lisogenia. 


sftios de ligagao, onde attPe attB tem a mesma sequencia 
de 15 pares de nucleotidios: 

GCTTTTTTATACTAA 

CGAAAAAATATGATT 

Com excegao dessa sequencia central, attP e attB tem se- 
quencias muito diferentes. Como a recombinagao ocorre 
nessa sequencia central durante a integragao, os sftios 
attB/P e attP/B resultantes que flanqueiam o profago 
integrado tambem contem a sequencia de 15 pares de 
nucleotidios. Essas estruturas sao importantes porque fa- 
cilitam a excisao do profago por um processo de recom¬ 
binagao sitio-especifico muito semelhante. 

Cerca de uma vez em cada lCPdivisoes celulares, o pro¬ 
fago X e excisado espontaneamente do cromossomo do 
hospedeiro e entra na via litica. Esse fenomeno explica 
por que se diz que o profago esta em estado lisogenico , isto 
e, capaz de causar lise, ainda que com baixa frequencia. 
A excisao do profago X tambem pode ser induzida, por 
exemplo, por irradiagao com luz ultravioleta. O proces¬ 
so de excisao geralmente e preciso, com recombinagao 


sftio-especffica entre as sequencias centrais em attB/P e 
attP/B. Produz um cromossomo do X autonomo que tem 
a forma pre-integragao original. A excisao requer a inte- 
grase do X e o produto do gene xis do X, a excisase do X. 
Essas duas enzimas medeiam um processo de recombina¬ 
gao sitio-especffica que e praticamente o inverso do pro¬ 
cesso de integragao. As vezes, a excisao e anomala, o DNA 
bacteriano e excisado junto com o DNA do fago. Quando 
isso ocorre, o virus resultante e capaz de transferir ge¬ 
nes bacterianos de uma bacteria hospedeira para outra. 
Discutiremos esse processo adiante (veja Mecanismos de 
troca genetica em bacterias). 

Estudos com o fago X contribuiram muito para nosso 
conhecimento sobre os fenomenos geneticos. Analisare- 
mos a replicagao do cromossomo do X no Capftulo 9. A 
descoberta do profago X (gragas a qual Andre Lwoff foi 
um dos laureados com o Premio Nobel de Fisiologia ou 
Medicina em 1965) criou o paradigma para os estados 
provirais do virus da imunodeficiencia humana (HIV) 
(Capftulo 17) e de varios virus tumorais de RNA de verte- 
brados (Capftulo 21). 
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Forma linear de empacotamento do 
cromossomo de lambda mostrando 
as Jocalizacoes de alguns genes. 


O Forma intracelular circular do 
cromossomo de lambda. 

X Recombinacao sitio-especifica 





Cromossomo circular de uma 
celula da E. coli lisogenica. 


■ FIGURA 8.5 Integragao da molecula de DNA do A ao cromossomo de E. coli. 


PONTOS ESSENCIAIS • Os virus sao parasitos obrigat&rios que so se reproduzem ao infectarem celulas hospedeiras 

vivas 


• Os bacteriofagos sao virus que infectam bacterias 

• O bacteriofago T4 e um fago litico que infecta E. coli, se reproduz e lisa a celula hospedeira 

• O bacteriofago lambda (A ) pode entrar em uma via Utica, como T4, ou em uma via lisogenica, 
na qual seu cromossomo e inserido no cromossomo da bacteria 

• Em seu estado integrado, o cromossomo do A e denominado prof ago, e seus genes liticos 
mantem-se inativos. 


Genetica das bacterias 

As bacterias contem genes que sofrem mutagao e pro- 
duzem fenotipos alterados. A transference genica em 
bacterias e unidirecional - das celulas doadoras para as 
receptoras. 

As informagoes geneticas da maioria das bacterias estao 
armazenadas em um cromossomo principal, que tern 


alguns milhares de genes, e em um numero variavel de 
“minicromossomos” denominados plasmidios e episso- 
mos. Os plasmidios sao moleculas de DNA circulares de 
replicagao autonoma que tern de tres a varias centenas 
de genes. Algumas bacterias contem ate 11 diferentes 
plasmidios alem do cromossomo principal. Os epissomos 
sao semelhantes aos plasmidios, mas a replicagao dos 
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epissomos pode ser autonoma ou ocorrer como parte do 
cromossomo principal - em um estado integrado como 
o profago X. 

A reprodugao das bacterias e assexuada por divisao 
simples, e cada celula-filha recebe uma copia do cromos¬ 
somo. Elas sao monoploides, mas “multinucleadas”, ou 
seja, a celula geralmente contem duas ou mais copias 
identicas do cromossomo. Os cromossomos de bacte¬ 
rias nao passam pelos ciclos de condensagao mitotica e 
meiotica que ocorrem durante a dmsao celular e a ga- 
metogenese em eucariontes. Portanto, os processos de 
recombinagao - distribuigao independente e crossing over 
meiotico - que ocorrem durante a reprodugao sexuada 
em eucariotos nao ocorrem em bacterias. 

Todavia, a recombinagao foi tao importante na evolu- 
gao de bacterias quanto na evolugao de eucariotos. Na 
verdade, processos semelhantes a reprodugao sexuada - 
processos parassexuados - ocorrem em bacterias. Abor- 
daremos esses processos depois de analisar alguns tipos 
de mutantes usados em genetica bacteriana e a natureza 
unidirecional da transferencia de genes entre bacterias. 

GENES MUTANTES EM BACTERIAS 

As bacterias crescem em meio lfquido, com frequencia 
exigindo aeragao, ou na superficie de um meio semis- 
solido contendo agar. Se cultivada em meio semissolido, 
cada bacteria divide-se e cresce de maneira exponencial, 
produzindo uma colonia visfvel na superficie do meio. 
O numero de colonias surgidas em uma placa de cultura 
pode ser usado para estimar o numero de bacterias origi- 
nalmente presentes na suspensao aplicada a placa. 

Cada especie de bacteria produz colonias com cor e 
morfologia especificas. A Serratia marcescens, por exem- 
plo, produz um pigmento vermelho, com formagao de 
colonias vermelhas distintas (Figura 8.6). Mutagoes nos 
genes das bacterias podem modificar tanto a cor quanto 



■ FIGURA 8.6 Colonias bacterianas. Fotografia mostra colonias da 
bacteria Serratia marcescens que cresce em meio contendo agar. A 
cor que distingue as colonias e consequencia do pigmento vermelho 
produzido por essa especie. 


a morfologia da colonia. Alem disso, qualquer mutagao 
que reduza a velocidade de multiplicagao da bacteria leva 
a produgao de colonias pequenas ou petites. Algumas mu¬ 
tagoes alteram a morfologia da bacteria sem modificar a 
morfologia da colonia. Alem desses mutantes para cor e 
morfologia da colonia, outros tipos de mutantes foram 
uteis em estudos geneticos de bacterias. 

Mutantes com blocjueio da capacidade de usar 
fontes energeticas especificas 

A E. coli de tipo selvagem pode usar praticamente qual¬ 
quer agucar como fonte de energia. No entanto, alguns 
mutantes nao usam lactose, o agucar do leite, para se 
multiplicar. Eles se multiplicam em outros agucares, mas 
nao em meio cuja unica fonte de energia seja a lactose. 
Outros mutantes nao usam galactose, e ainda outros, a 
arabinose. A nomenclatura classica para descrever esses 
e outros tipos de bacterias mutantes usa abreviaturas de 
tres letras com sobrescritos correspondentes. Nos fenoti- 
pos, a primeira letra e maiuscula; nos genotipos, as tres 
letras sao minusculas e em italico. Portanto, a E. coli de 
tipo selvagem tem fenotipo Lac + (capaz de usar lactose 
como fonte de energia) e genotipo lac*. Os mutantes in- 
capazes de usar lactose como fonte de energia tem feno¬ 
tipo Lac" e genotipo lac (as vezes, apenas lac). 

Mutantes incapazes de sintetizar um 
metabolite especial 

A E. colide tipo selvagem cresce em meio (meio minimo) 
contendo uma fonte de energia e alguns sais inorganiCos. 
Essas celulas sao capazes de sintetizar todos os metabo¬ 
lites necessarios - aminoacidos, vitaminas, purinas, piri- 
midinas etc. - a partir dessas substancias. As bacterias de 
tipo selvagem sao denominadas prototroficas. Quando ha 
mutagao de um gene que codifica uma enzima necessa- 
ria para a sintese de um metabolite essencial, a bacteria 
mutante passa a ter uma nova exigencia para se multipli¬ 
car. Ela se desenvolve se o metabolite for acrescentado 
ao meio, mas nao se multiplica na ausencia dele. Esses 
mutantes sao denominados auxotroficos; necessitam de 
nutrientes auxiliares. Como exemplo, a E. coli de tipo 
selvagem e capaz sintetizar triptofano; essas celulas tem 
fenotipo Trp + e genotipo trp*. Os auxotroficos para trip¬ 
tofano sao Trp" e trp-. 

Mutantes resistentes a farmacos e antibioticos 

As celulas de E. coli de tipo selvagem sao destrufdas por 
antibioticos como ampicilina e tetraciclina. Os fenotipos 
sao Amp 5 e Tet s . Os alelos mutantes que tornam a E. coli 
resistente a esses antibioticos sao designados amp e tef, 
respectivamente. As bacterias que tem esses alelos mu¬ 
tantes podem crescer em meio contendo os antibioticos, 
mas as bacterias de tipo selvagem, nao. Assim, os anti¬ 
bioticos podem ser usados para selecionar bacterias que 
tem genes para resistencia. Os genes de resistencia atuam 
como marcadores selecionaveis dominantes. 
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Dois crossing overs 



Q A transferencia de genes 
em bacterias produz uma 
celula receptora 
parcialmente diploide 
contendo um fragmento 
do cromossomo da celula 
doadora. 


7 

@ Dois crossing overs 
inserem um segmento do 
cromossomo da celula 
doadora no cromossomo 
circular intacto da celula 
receptora. 0 fragmento da 
celula receptora 
substituido e decomposto. 


Um crossing over 

Fragmento do 
cromossomo 
da celula 
doadora 

Cromossomo 
circular intacto 
da celula receptora 


Cromossomo 
recombinante. , 

linear 
instavel 



Q A transferencia de 
genes produz uma 
bacteria parcialmente 
diploide. 

Crossing over simples 


Q Um crossing over simples 
entre o fragmento linear 
da doadora e o 
cromossomo circular 
intacto da receptora 
produz um cromossomo 
linear instavel. 


m FIGURA 8.7 Recombinagao em bacterias. Os processos parassexuados que ocorrem em bacterias produzem diploides parciais que contem 
fragmentos lineares do cromossomo das celulas doadoras e cromossomos circulares intactos das celulas receptoras. A. Para manter a integri- 
dade dos cromossomos circulares, os crossing overs tern de ocorrer em numero par, inserindo segmentos dos cromossomos da celula doadora 
nos cromossomos da receptora. B. Um unico crossing over entre um fragmento de um cromossomo da celula doadora e um cromossomo 
circular da receptora destroi a integridade do cromossomo circular, produzindo uma molecula de DNA linear incapaz de se replicar, que, depois, 
e decomposta. 


As bacterias dividem-se rapidamente e produzem gran- 
des populates de celulas para estudos geneticos. Alem 
disso, e relativamente facil preparar meios que selecio- 
nem genotipos bacterianos especificos (meios seletivos). 
Logo, as bacterias foram usadas para estudar eventos ra- 
ros como a mutagao de genes e a recombinagao entre 
genes proximos. Comentaremos alguns desses estudos 
no Capftulo 13. 

TRANSFERENCIA GENICA 
UNIDIRECIONAL EM BACTERIAS 

Os processos de recombinagao em bacterias implicam 
a transferencia de genes de uma bacteria para outra, e 
nao as trocas recfprocas de genes que ocorrem durante 


a meiose em eucariotos. Assim, a transferencia de genes 
e unidirecional, e nao bidirecional. A recombinagao em 
bacterias geralmente ocorre entre um fragmento de um 
cromossomo (da celula doadora) e um cromossomo com- 
pleto (na celula receptora), e nao entre dois cromossomos 
completos como em eucariotos. Com raras excegoes, as 
celulas receptoras tornam-se diploides parciais, contendo 
um trecho linear do cromossomo da doadora e um cro¬ 
mossomo circular completo da receptora. Desse modo, 
os crossing overs tern de ocorrer em numero par e inse- 
rir um segmento do cromossomo da celula doadora no 
cromossomo da receptora (Figura 8.7A). Um crossing over 
simples (ou qualquer numero fmpar de crossing overs) 
destruira a integridade do cromossomo da celula recep¬ 
tora, produzindo uma molecula de DNA linear inviavel 
(Figura 8.7B). 


PONTOS ESSENCIAIS • 


As bacterias geralmente contem um cromossomo principal 

As bacterias de tipo selvagem sao prototroficas; sao capazes de sintetizar tudo de que necessitam 
para se multiplicar e se reproduzir quando thn uma fonte de energia e algumas moleculas 
inorganicas 

As bacterias mutantes auxotroficas necessitam de outros metabolitos para seu desenvolvimento 

A transferencia genica em bacterias e unidirecional; genes de uma celula doadora sao transfe- 
ridos para uma celula receptora , sem que haja transferencia da receptora para a doadora. 


Mecanismos de troca genetica em bacterias 


As bacterias trocam material genetico por tres processos 
parassexuados diferentes. 

Tres processos parassexuados ocorrem em bacterias. A 
diferenga mais obvia entre esses tres processos e o meca- 
nismo de transferencia do DNA de uma celula para outra 


(Figura 8.8). A transforma^ao e a captagao de moleculas 
livres de DNA liberadas de uma bacteria (a celula doado¬ 
ra) por outra bacteria (a celula receptora). A conjugagao 
e a transferencia direta de DNA de uma celula doadora 
para uma celula receptora. A transdugao e a transferencia 
de genes bacterianos de uma celula doadora para uma 
celula receptora por um bacteriofago. 
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Transformacao: captagao de DNA livre. 


DNA y 



Bacteria 

Cromossomo bacteriano 


Conjugacao: transference direta de DNA de uma bacteria para outra. 


Celula 

doadora 



Celula 

receptora 


Transducer transferencia de DNA bacteriano por um bacteriofago. 
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■ figura 8.8 Os tres tipos de transferencia genica em bacterias. 


Os tres processos parassexuados de transferencia geni¬ 
ca - transformacao, conjugagao e transdugao - em bac¬ 
terias podem ser distinguidos por dois criterios simples 
(Tabela 8.1). (1) O processo requer contato celular? (2) 
O processo e sensfvel a desoxirribonuclease (DNase), 
enzima que degrada DNA? O teste experimental desses 
dois criterios e muito facil. A sensibilidade a DNase e de- 
terminada pelo simples acrescimo da enzima ao meio de 
crescimento das bacterias. Se nao houver mais transfe¬ 
rencia de genes, o processo e a transformagao. As capsu- 
las proteicas dos bacteriofagos e as paredes e membranas 
das bacterias protegem o DNA do doador contra a degra- 
dagao por DNase durante a transdugao e a conjugagao, 
respectivamente. 

Um experimento simples pode determinar se o conta¬ 
to celular e ou nao necessario para a transferencia genica 
bacteriana. Nesse experimento, bacterias com diferentes 
genotipos sao postas em bragos opostos de um tubo de 
cultura em U (Figura 8.9). Os dois bragos sao separados 
por um filtro de vidro que tern poros suficientemente 
grandes para permitir a passagem de moleculas de DNA 
e virus, mas nao de bacterias. Se houver transferencia ge¬ 
nica entre as bacterias cultivadas em bragos opostos do 
tubo U, o processo nao pode ser a conjugagao, que re¬ 
quer contato direto entre celulas doadoras e receptoras. 


Tampao de algodao 

I 

L \ 


- 


Pressao 
* e 
aspiracao 



Tubo em U 





_ 

-bacterias a“b + 

_ 

- . 


-j. 


-bacterias a + tr 


Meio Ifquido 
com DNase 


Filtro de vidro sinterizado - as bacterias 
nao atravessam o filtro, mas os virus 
e o DNA atravessam. 


■ FIGURA 8.9 O experimento com tubo em U com bacterias. O tubo 
em U e usado para verificar se a recombinagao exige ou nao contato 
celular. Bacterias de diferentes genotipos sao postas em cada ramo 
do tubo, separadas por um filtro de vidro que impede o contato entre 
elas. Se houver recombinagao, o processo nao pode ser a conjugagao. 


Se a transferencia genica observada ocorrer na presenga 
de DNase e na ausencia de contato celular, o processo e 
de transdugao. 

Os tres processos parassexuados nao ocorrem em to- 
das as especies de bacterias; na verdade, a transdugao 
provavelmente e o unico que ocorre em todas as bacte¬ 
rias. A ocorrencia ou nao de transformagao ou conjuga¬ 
gao em uma especie depende do surgimento dos genes 
necessarios e do mecanismo metabolico nessa especie. 
A E . coli , por exemplo, nao contem genes codificadores 
das protemas necessarias para captar o DNA livre. Assim, 
nao ha transformagao em E. coli em condigoes naturais. 
Apenas a conjugagao e a transdugao ocorrem nas celulas 
de E . coli em habitats naturais. No entanto, cientistas des- 
cobriram como transformar celulas de E. coli em labora¬ 
tory usando tratamentos quimicos ou fisicos que as tor- 
nam permeaveis ao DNA. No Capitulo 14, discorreremos 
sobre o uso de metodos de transformagao para “clonar” 
(produzir muitas copias de) genes estranhos em celulas 
de E. coli. 


Tabela 8.1 


Distingao entre os tres processos parassexuados 
em bacterias. 


Criterio 

Processo de 
recombinagao 

Necessidade de 
contato celular? 

Sensfvel a DNase? 

Transformagao 

nao 

sim 

Conjugagao 

sim 

nao 

Transdugao 

nao 

nao 


TRANSFORMACAO 

Frederick Griffith descobriu a transformagao em Strepto¬ 
coccus pneumoniae (pneumococo) em 1928. Os pneumo¬ 
cocos, como todos os outros seres vivos, exibem variabili- 
dade genetica que pode ser reconhecida pela existencia 
de diferentes fenotipos (Tabela 8.2). As duas caracterfs- 
ticas fenotipicas importantes na demonstragao da trans¬ 
formagao por Griffith sao (1) presenga ou ausencia de 
uma capsula polissacarfdica (polfmero de agucar com- 
plexo) ao redor das celulas bacterianas e (2) o tipo de 


1 
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Tabela 8.2 





Caracteristicas de linhagens de Streptococcus pneumoniae quando cultivadas em meio agar-sangue. 


Morfologia da colonia 



Reagao com antissoro preparado contra 

Tipo 

Aparencia 

Tamanho 

Capsula 

Virulencia 

Tipo IIS 

Tipo IIIS 

IIR a 

Rugosa 

Pequena 

Ausente 

Aviru lento 

Nenhuma 

Nenhuma 

IIS 

Lisa 

Grande 

Presente 

Viru lento 

Aglutinagao 

Nenhuma 

IIIR a 

Rugosa 

Pequena 

Ausente 

Avirulento 

Nenhuma 

Nenhuma 

IIIS 

Lisa 

Grande 

Presente 

Virulento 

Nenhuma 

Aglutinagao 


a Embora as celulas tipo R nao tenham capsula, tem genes que orientariam a sfntese de urn tipo especifico (antigenico tipo II ou III) de capsula se nao houvesse 
bloqueio da formagao da capsula. Quando as celulas tipo R sofrem retromutagao em celulas tipo S encapsuladas, o tipo de capsula (II ou III) e determinado 
por esses genes. Assim, as celulas R derivadas de celulas tipo IIS sao designadas tipo MR. Quando essas celulas tipo HR sofrem retromutagao em celulas tipo S 
encapsuladas, as cSpsulas sao de tipo II. 


capsula, isto e, a composigao molecular especffica dos 
polissacaridios presentes na capsula. Quando cultivados 
em agar-sangue em placas de Petri, pneumococos com 
capsulas formam grandes colonias lisas (Figura 8.10) e sao 
designados tipo S (do ingles, smooth , liso). Os pneumoco¬ 
cos encapsulados sao virulentos (patogenicos), causando 
pneumonia em mamfferos como camundongos e seres 
humanos. Os pneumococos tipo S virulentos sofrem mu- 
tagao para uma forma avirulenta (nao patogenica), que 
nao tem capsula polissacaridica, com frequencia aproxi- 
mada de uma em cada 10 7 celulas. Quando cultivados em 
meio agar-sangue, esses pneumococos avirulentos nao 
encapsulados produzem pequenas colonias de superff- 
cie rugosa (Figura 8.10) e sao, portanto, designados tipo 
R (do ingles, rough , rugoso). A capsula polissacaridica e 
necessaria para a virulencia, porque protege a bacteria 
contra a destruigao por leucocitos. Quando presente, a 
capsula pode ser de varios tipos antigenicos diferentes 
(tipo I, II, III etc.), o que depende da composigao mole¬ 
cular especffica dos polissacaridios e, e claro, em ultima 
analise, do genotipo da celula. 

Os diferentes tipos de capsula podem ser identificados 
imunologicamente. A injegao de celulas tipo II na cor- 
rente sangufnea de coelhos leva o sistema imune dos co- 
elhos a produzir anticorpos que reagem especificamente 
com as celulas tipo II. Esses anticorpos tipo II aglutinam 



■ FIGURA 8.10 Fenotipos das colonias das duas linhagens de Strepto¬ 
coccus pneumoniae estudadas por Griffith em 1928. 


os pneumococos do tipo II, mas nao os do tipo I nem do 
tipo III. 

A descoberta inesperada de Griffith foi que, se ele in- 
jetasse em camundongos pneumococos tipo IIIS destruf- 
dos pelo calor (virulentos quando vivos) mais pneumoco¬ 
cos tipo HR vivos (avirulentos), muitos dos camundongos 
sucumbiriam a pneumonia, e seriam encontradas celulas 
tipo IIIS vivas nos corpos (Figura 8.11). Quando se injeta- 
vam apenas pneumococos tipo IIIS destrufdos pelo calor, 
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■ figura 8.11 Descoberta da transformagao em Streptococcus 
pneumoniae por Griffith. 
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nenhum dos camundongos morria. Portanto, a virulen- 
cia observada nao era causada por algumas celulas tipo 
IIIS que haviam sobrevivido ao txatamento pelo calor. 
Os pneumococos patogenicos vivos isolados dos corpos 
tinham capsulas polissacaridicas tipo III. Esse resultado 
e importante porque as celulas tipo R nao encapsuladas 
podem sofrer mutagao de volta em celulas tipo S encap¬ 
suladas. Contudo, quando essa mutagao ocorre em uma 
celula tipo HR, a celula resultante torna-se IIS, nao IIIS. 
Assim, a transformagao de celulas tipo IIR avirulentas em 
celulas tipo IIIS virulentas nao e explicavel por mutagao. 
Na verdade, alguns componentes das celulas tipo IIIS 
mortas (o “princfpio transformador”) converteram as ce¬ 
lulas tipo IIR vivas em celulas tipo IIIS. 

Em 1931, experimentos subsequentes realizados por 
Richard Sia e Martin Dawson mostraram que o fenome- 
no descrito por Griffith, agora denominado transforma¬ 
gao, nao era mediado por um hospedeiro vivo. O mesmo 
fenomeno ocorreu em tubo de ensaio quando se culti- 
varam celulas tipo IIR vivas na presenga de celulas tipo 
IIIS destrufdas pelo calor. Como os experimentos de 
Griffith mostraram que o fenotipo tipo IIIS das celulas 
transformadas era transmitido para as celulas-filhas - isto 
e, era causado por alteragao hereditaria permanente no 
genotipo das celulas - a demonstragao de transformagao 
preparou o terreno para determinar a base qufmica da 
hereditariedade em pneumococos. Na verdade, a pri- 
meira comprovagao de que as informagoes geneticas 
sao armazenadas no DNA, e nao nas protefnas, foi a de¬ 
monstragao, em 1944, por Oswald Avery, Colin MacLeod 
e Maclyn McCarty, de que o DNA era responsavel pela 
transformagao em pneumococos. Em vista de seu papel 
imprescindfvel no estabelecimento do DNA como o ma¬ 
terial genetico, comentaremos essa demonstragao no Ca- 
pftulo 9. 

O mecanismo de transformagao foi estudado em mui- 
tos detalhes em S. pneumoniae, Bacillus subtilis, Haemophi¬ 
lus influenzae e Neisseria gonorrhoeae. O processo basico e 
semelhante nas quatro especies; no entanto, ha variagoes 
de mecanismo em cada uma. S. pneumoniae e B. subtilis 
captam DNA de qualquer origem, ao passo que H. in¬ 
fluenzae e N. gonorrhoeae captam apenas seu proprio DNA 
ou o DNA de especies bastante proximas. H. influenzae 
e N. gonorrhoeae so captam o DNA que contem uma se- 
quencia curta especial de pares de nucleotfdios (11 pares 
de bases em Haemophilus ; 10 em Neisseria) presente em 
cerca de 600 copias em seus respectivos genomas. 

Mesmo quando a especie de bacteria e capaz de captar 
DNA do ambiente, nem todas as celulas podem faze-lo. 
Na verdade, somente as celulas que expressam os genes 
codificadores das protefnas necessarias ao processo sao 
capazes de captar DNA. Essas bacterias sao ditas compe- 
tentes, e as protefnas que medeiam o processo de trans¬ 
formagao sao protefnas de competencia (Com). As bacterias 
desenvolvem competencia na fase avangada do ciclo de 
crescimento - quando a densidade celular e alta, mas an¬ 
tes de terminar a divisao celular. O processo pelo qua! as 
celulas se tornam competentes e mais bem compreendi- 


do em B. subtilis, em que as celulas secretam feromonios 
de competencia, pequenos peptfdios que se acumulam 
em alta densidade celular. Altas concentragoes dos fero¬ 
monios induzem a expressao dos genes codificadores de 
protefnas necessarias a transformagao. 

Concentremo-nos no mecanismo de transformagao 
em B. subtilis (Figura 8.12). Os genes de competencia 
estao localizados em grupos, e cada grupo e designado 
por uma letra - por exemplo, A, B, C. O primeiro gene 
em cada grupo e designado A, o segundo, B, e assim por 
diante. Desse modo, a protefna codificada pelo primeiro 
gene do quinto grupo e designada ComEA. As protefnas 
ComEA e ComG ligam o DNA bifilamentar as superficies 
de celulas competentes. Quando o DNA ligado e puxado 
para o interior da celula pela DNA translocase ComFA 
(enzima que move ou “transloca” o DNA), um filamen- 
to de DNA e decomposto por uma desoxirribonucle- 
ase (enzima que degrada o DNA), e o outro filamento 
e protegido contra a degradagao por um revestimento 
de protefna de ligagao ao DNA unifilamentar e protef- 
na RecA (protefna necessaria para recombinagao). Com 
o auxflio da RecA e de outras protefnas mediadoras da 
recombinagao, o filamento unico de DNA transformador 
invade o cromossomo da celula receptora, pareando-se 
com o filamento complementar de DNA e substituindo 
o filamento equivalente. Em seguida, o filamento substi- 
tufdo da celula receptora e decomposto. Se as celulas do- 
adora e receptora tiverem alelos diferentes de um gene, 
a dupla helice recombinante formada tera um alelo em 
um filamento e outro alelo no segundo filamento. Uma 
dupla helice de DNA desse tipo e denominada heterodu¬ 
plex (uma dupla helice “heterozigota”); e dividida em 
dois homoduplex ao se replicar. 

As moleculas de DNA captadas por celulas competen¬ 
tes durante a transformagao geralmente correspondem a 
apenas 0,2 a 0,5% do cromossomo completo. Portanto, 
exceto se dois genes estiverem muito proximos, nunca 
estarao na mesma molecula do DNA transformador. Os 
transformantes duplos para dois genes (p. ex., a em a + 
e b em b + , usando uma celula doadora a + N e uma re¬ 
ceptora a b) necessitarao de dois eventos independentes 
de transformagao (captagao e integragao de uma mo¬ 
lecula de DNA com a f e de outra molecula com b + ). A 
probabilidade de que esses dois eventos independentes 
ocorram juntos e igual ao produto da probabilidade de 
cada evento isolado. Por outro lado, dois genes proximos 
podem estar na mesma molecula de DNA transformador, 
com o surgimento de transformantes duplos com alta fre- 
quencia. Portanto, pode-se usar a frequencia de cotrans- 
formagao de dois marcadores geneticos para estimar a 
distancia entre eles no cromossomo do hospedeiro. 

CONJUGAgAO 

A transformagao nao ocorre em E. coli - a especie de 
bacteria mais estudada - em condigoes naturais. Assim, 
poderfamos perguntar se existe algum tipo de transfe¬ 
rence genica entre celulas de E. coli. A resposta a essa 
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constituido de proteina ComEC na membrana pela 
DNA translocase ComFA, um filamento de DNA e 
decomposto por uma desoxirribonuclease. 0 
filamento de DNA remanescente e estabilizado 
pela proteina de ligacao ao DNA unifilamentar e 
proteina RecA. 


0 filamento substitufdo da celula 
receptora sera degradado 


Uma bacteria competente pode se ligar 
a DNA exogeno e transporta lo 
para dentro da celula. 


Desoxirribonuclease 

Proteinas 
ComG 

DNA- 

ComEA 
Extracelular 





Nucleotidios 


Proteina de ligacao 
ao DNA unifilamentar 

ComEC (canal) x Proteina 
RecA 

Intracelular 


Parede celular Membrana citoplasmatica 


Outras proteinas que medeiam 
a recombinacao 


0 filamento unico de DNA do doador e integrado 
ao cromossomo da celula receptora 
produzindo um heteroduplex de DNA com 
alelos diferentes nos dois filamentos. 


Bacteria transformada 


■ FlGURA 8.12 Mecanismo de transformagao em Bacillussubtilis. Uma bacteria competente contem um receptor de DNA/complexo de trans- 
locagao e transporta-o para dentro da celula, onde pode se recombinar ao DNA cromossomico da celula receptora. ComEA, EC, FA e G sao 
proteinas de competencia; so sao sintetizadas em celulas competentes. Veja outros detalhes no texto. 


pergunta e “sim”. Em 1946, Joshua Lederberg e Edward 
Tatum descobriram que as celulas de E. coli transferem 
genes por conjugagao. A conjugagao mostrou-se um im- 
portante metodo de mapeamento genetico nas especies 
de bacterias em que ocorre, e e inestimavel em pesquisa 
genetica. 

Durante a conjugagao, o DNA e transferido de uma 
celula doadora para uma celula receptora atraves de 
um canal de conjugagao intracelular especializado que 
se forma entre elas (Figura 8.13). Observe que ha conta- 
to direto entre as celulas doadoras e receptoras durante 
a conjugagao; a separagao observada na Figura 8.13 foi 
provocada por forgas de estiramento durante o preparo 
para microscopia. 

As celulas doadoras tern apendices superficiais chama- 
dos pili F (singular, pilus F). A sintese dos pili F e con- 
trolada por genes presentes em uma pequena molecula 
circular de DNA chamada fator F (fator de Jertilidade). A 
maioria dos fatores F tern aproximadamente 10 5 pares 
de nucleotidios (Figura 8.20). As bacterias que contem 
um fator F sao capazes de transferir genes para outras 
bacterias. Os pili F de uma celula doadora fazem contato 
com uma celula receptora que nao tern fator F e se ligam 
a essa celula, de maneira que as duas celulas sao postas 
em contato ultimo. No passado, acreditava-se que o DNA 
passasse da celula doadora para a celula receptora atra¬ 
ves de um pilus F. Experimentos mais recentes, porem, 
mostraram que essa ideia e errada. Os pili F so participam 


do estabelecimento de contato, nao da transferencia de 
DNA. Depois que os pili aproximam a celula doadora e a 
celula receptora, forma-se um canal de conjugagao entre 
as celulas, e, atraves dele, o DNA e transferido da celula 
doadora para a celula receptora. 

O fator F existe em dois estados: (1) o estado auto- 
nomo, no qual sua replicagao e independente do cro¬ 
mossomo bacteriano, e (2) o estado integrado , no qual e 



1 Jim 

■ FIGURA 8.13 Conjugagao em £. coli. Essa antiga micrografia eletro- 
nica, feita por Thomas F. Anderson, mostra a conjugagao entre uma 
celula Hfr H e uma celula F". Na verdade, ha justaposigao das celulas 
doadora e receptora durante a conjugagao. O canal de conjugagao 
mostrado foi distendido durante o preparo para microscopia. 
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A replicacao por cfrculo rolante transfere urn filamento 
do fator F para a celula receptora. A replicacao do 
fator F ocorre nas duas celulas (urn filamento e 
sintetizado em cada celula) durante a transference. 



■ FIGURA 8.16 Cruzamento entre celulas F + e F". O fator F da celula doadora e replicado durante a transference de uma celula F + para uma 
celula F". Quando o processo termina, cada celula tem uma copia do fator F. 








raros, quando ha transference de um cromossomo Hfr 
inteiro. 

Varios detalhes da conjugacao foram decifrados usan- 
do uma linhagem especifica de Hfr denominada Hfr H 
(em homenagem a William Hayes, geneticista microbia- 
no ingles, que o isolou). Nessa linhagem, o fator F e inte- 
grado perto dos loci thr (treonina) e leu (leucina), como 
mostra a Figura 8.15. Em 1957, Elie Wollman e Francois 
Jacob, trabalhando no Instituto Pasteur, em Paris, trou- 
xeram uma nova perspectiva ao processo de conjugagao 
por cruzamento de celulas Hfr H de genotipo thr + leu + 
azi 5 ton 1 lac + gal + stf com celulas F" de genotipo thr lew 


azi r ton r lac gat stC. O gene thr e o gene leu sao respon- 
saveis pela sfntese dos aminoacidos treonina e leucina, 
respectivamente. Os pares de alelos azi s /azi\ ton s /ton r e 
stf/stf controlam a sensibilidade (s) ou a resistencia (r) 
a azida de sodio, ao bacteriofago T1 e a estreptomicina, 
respectivamente. Os alelos lac + e lac e os alelos gat e 
gat determinam a capacidade ( + ) ou incapacidade (-) 
de usar lactose e galactose, respectivamente, como fontes 
de energia. 

Em tempos variados depois que as celulas Hfr HeP 
foram misturadas para iniciar o cruzamento, as amostras 
foram retiradas e agitadas vigorosamente em agitador 
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para quebrar as pontes de conjugagao e separar as celulas 
em conjugagao. Essas celulas, cujo cruzamento havia sido 
interrompido com tanta indelicadeza, foram plaqueadas 
em meio que condnha o antibiotico estreptomicina, mas 
nao tinha os aminoacidos treonina e leucma. Apenas as 
celulas recombinantes que tern os genes thr h eb do 
genitor Hfr H e o gene stf do genitor F~ poderiam cres- 
cer nesse meio seletivo . As celulas doadoras Hfr H seriam 
destruidas pela estreptomicina, e as celulas receptoras F 
nao cresceriam sem treonina e leucina. 

As colonias produzidas pelos recombinantes thr leu 
stf foram transferidas (Capitulo 13, Figura 13.15) para 
uma serie de placas contendo diferentes meios seletivos 
para determinar quais dos outros marcadores da celu- 
la doadora estavam presentes. A serie de placas incluia 
meios contendo suplementos especfficos que possibilita- 
ram a Wollman e Jacob determinar se os recombinantes 
tinham alelos da celula doadora ou receptora de cada 
gene. O meio contendo azida de sodio foi usado para dis- 
tinguir celulas azi' e azi r . O meio contendo o bacteriofago 
T1 foi usado para classificar bacterias recombinantes 
como ton 5 ou ton r . O meio contendo lactose como umca 
fonte de carbono foi usado para determinar se os recom¬ 
binantes eram lac + ou lac , e o meio contendo galactose 
como unica fonte de carbono foi usado para identificar 
recombinantes gat e gat . 

Quando a conjugagao foi interrompida menos de 
8 min depois da mistura das celulas Hfr HeF, nao foram 
detectados recombinantes thr leu" stf . Os recombinantes 
( thr" leu + stf) surgiram cerca de 8 min e meio depois da 
mistura de celulas Hfr HeFe acumularam-se ate alcangar 
uma frequencia maxima em alguns minutos. Quando se 
analisou a presenga dos marcadores da celula doadora em 
intervalos variados depois da mistura de celulas doadoras e 
receptoras, os alelos das doadoras foram transferidos para 
celulas receptoras em uma sequencia temporal especffica 
(Figura 8.17) . O gene azi' de Hfr H surgiu pela primeira vez 
em recombinantes cerca de 9 min depois da mistura das 
bacterias Hfr e F~ Os marcadores ton 5 , lac + e gat surgiram 
pela primeira vez depois de 11,18 e 25 min de cruzamen¬ 
to, respectivamente. Esses resultados indicaram que os ge¬ 
nes de Hfr H estavam sendo transferidos para as celulas 
F“ em uma ordem temporal especffica, refletindo a ordem 
dos genes no cromossomo (Figura 8.18). 

Estudos subsequentes com diferentes linhagens de Hfr 
mostraram que a transference genica poderia ser iniciada 
em diferentes sftios no cromossomo. Agora sabemos que o 
fator F pode integrar-se a muitos locais diferentes no cro¬ 
mossomo da E. coli e que o local de integragao determina 
onde e iniciada a transference genica em cada linhagem 
de Hfr. Alem disso, a orientagao da integragao do fator 
F" _ seja d c b a em sentido horario, seja abcde m sentido 
horario (Figura 8.15) - determina se a transference de 
genes ocorre em sentido horario em relagao ao mapa de 
ligagao de E. coli ou em sentido anti-horario (Figura 8.19). 

A transference de um cromossomo completo de uma 
celula Hfr para uma celula leva cerca de 100 min, e a ve- 
locidade da transference parece ser razoavelmente cons- 
tante. Assim, o tempo necessario para a transference de 


Resumo dos resultados 
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Interpretacao dos resultados 

Origem da transference 

azP ton 5 lac + gat 
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■ FIGURA 8.17 Experimento de cruzamento interrompido classico de 
Wollman e Jacobs. A. As frequences dos alelos da celula doadora nao 
selecionados presentes em recombinantes thr* leu* stf sao apresen- 
tadas em fungao do momento em que foi interrompido o cruzamen¬ 
to. B. Interpretagao dos resultados com base na transferencia linear 
de genes da celula Hfr para a celula F" A transferencia e iniciada na 
origem no fator F, e o momento em que um gene e transferido para a 
celula F" depende da distancia entre ele e o fator F. 

genes durante a conjugagao pode ser usado para mapear 
genes em cromossomos bacterianos. A distancia de mapa 
de 1 min corresponde a extensao de um segmento cro- 
mossomico transferido em 1 min de conjugagao em con- 
digoes padronizadas. Portanto, o mapa de ligagao de E. 
colie dividido em 100 intervalos de 1 min (Figura 8.19). A 
coordenada zero desse mapa circular foi arbitrariamente 
definida no gene thrA. Quando se identifica uma nova mu- 
tagao em E. coli, sua localizagao no cromossomo e deter- 
minada primeiro por mapeamento de conjugagao. Para 
testar seu conbecimento sobre o mapeamento da conju¬ 
gagao, deduza as localizagoes cromossomicas dos genes 
analisados no Problema resolvido: Mapeamento de genes 
com o auxflio de dados de conjugagao, no fim desta segao. 
Em seguida, pode-se usar a transformagao ou a transdugao 
para fazer o mapeamento mais preciso. 

PLASMIDIOS E EPISSOMOS 

Como ja citado, o material genetico de uma bacteria esta 
em um cromossomo principal e em uma a varias molecu- 
las de DNA extracromossomico chamadas plasmidios. Por 
definigao, um plasmidio e um elemento genetico com capa- 
cidade de replicagao independente do cromossomo prin¬ 
cipal em um estado extracromossomico. A maioria dos 
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Celula Hfr H Celula F" 




m FlGURA 8.18 Interpretagao do experiment de cruzamento interrompido de Wollman e Jacobs. Ha transferencia linear de genes da celula do- 
adora (Hfr H) para a celula receptora (F ). A transferencia come^a na origem da replica^ao no fator F integrado e prossegue com a transferencia 
sequencial de genes de acordo com sua localizagao no cromossomo. O cromossomo replica-se durante o processo de transferencia, de maneira 
que as celulas Hfr e F~ terminam com uma copia do DNA transferido. 
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■ FIGURA 819 Map, circular de ligagao da E. coll. O circulo interno mostra os locals de integracio do fetor F am linhagens Hfr fefalondB. 
' di«m sTa ZSeScia pela Hfr d horaria ou anti-horiria. O drculo externo mostra a posi t ao de genes seleoonados. O map, a 

SfvSdo em 100 unidades, em ,ue cada uoidade e o comfdmen.o d, DNA tmnsfeddo durante or 1 rnlnu.o le «“« 

em vermelho foram usados no famoso experimento de cruzamento mterrompido de Wollman e Jacobs (Figuras 8.17 e 8. ). 


plasmfdios e dispensavel ao hospedeiro; ou seja, nao e ne- 
cessaria para a sobrevivencia da celula em que residem. No 
entanto, em determinadas condigoes ambientais, como na 
presenga de um antibiotico, eles podem ser essenciais se 
tiverem um gene para resistencia ao antibiotico. 

Existem tres tipos principals de plasmfdios em E. coli: 
fatores F, plasmidios R e plasmfdios Col. Os fatores de 
fertilidade (F) ja foram apresentados (veja Conjugagao). 
Os plasmfdios R (plasmfdios de resistencia) tern genes 
que tomam as celulas hospedeiras resistentes aos antibio- 
ticos e a outros farmacos antibacterianos. Os plasmfdios 
Col (antes denominados fatores colicinogenicos) codifi- 
cam protefnas que destroem celulas sensfveis de E. coli. 
Ha uma grande quantidade de plasmfdios Col diferentes, 
mas eles nao serao discutidos com mais detalhes aqui. 

Alguns plasmfdios dotam as celulas hospedeiras da ca- 
pacidade de conjugagao. Todos os plasmfdios F + , muitos 
plasmfdios R e alguns plasmfdios Col tem essa propne- 
dade; dizemos que sao plasmfdios conjugativos. Outros 
plasmfdios R e Col nao conferem as celulas a capacidade 
de conjugagao; dizemos que sao nao conjugativos. A na- 
tureza conjugativa de muitos plasmfdios R tem um papel 
importante na rapida disseminagao de genes de resisten¬ 
cia a antibioticos e farmacos nas populagoes de bactenas 
patogenicas, como foi comentado no infcio deste capftu- 
lo. A evolugao de plasmfdios R que tomam as bacterias 


hospedeiras resistentes a multiplos antibioticos tornou-se 
um problema medico grave, eousode antibioticos para 
fins nao terapeuticos contribuiu para o rapido desen- 
volvimento de bacterias resistentes a multiplos farmacos 
(veja O futuro: Bacterias resistentes a antibioticos). 

Em 1958, Frangois Jacob e Elie Wollman reconheceram 
que o fator F e alguns outros elementos geneticos tinham 
propriedades especiais. Eles definiram essa classe de ele¬ 
mentos e os denominaram epissomos. Segundo Jacob e 
Wollman, um epissomo e um elemento genetico nao essen- 
cial para o hospedeiro, cuja replicagao pode ser autonoma 
ou integrada (por insergao covalente) ao cromossomo da 
bacteria hospedeira. Os termos plasmtdio e epissomo nao 
sao sinonimos. Muitos plasmfdios nao existem em estados 
integrados e, portanto, nao sao epissomos. Da mesma ma- 
neira, muitos cromossomos de fagos lisogenicos, como o 
genoma do fago sao epissomos, mas nao plasmfdios. 

A capacidade dos epissomos de se inserirem nos cro¬ 
mossomos depende da presenga de sequencias curtas de 
DNA chamadas sequencias de insergao (ou elementos 
IS [insertion sequences]). Os elementos IS estao presentes 
tanto nos epissomos quanto nos cromossomos bacteria- 
nos. Essas sequencias curtas (cujo comprimento vana de 
cerca de 800 a 1.400 pares de nucleotfdios) sao transpo- 
nfveis; isto e, podem passar de um cromossomo para ou¬ 
tre (Capftulo 17). Alem disso, os elementos IS medeiam 
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PROBLEMA RESOLV1DO 



Mapeamento de genes com o auxflio de dados de conjugagao 


PROBLEMA 

Voce identificou uma linhagem mutante de E . coli que nao sintetiza 
o aminoacido triptofano (Trp“). Com o objetivo de determinar a lo- 
calizagao da mutagao trp~ no cromossomo da E. coli, fez experimen¬ 
t's de cruzamento interrompido com quatro linhagens diferentes 
de Hfr. Em todos os casos, as linhagens de Hfr tinham os alelos 
selvagens dominantes dos genes marcadores, e a linhagem F" tinha 
os alelos mutantes recessivos desses genes. O diagrama a seguir 
mostra o momento de entrada em minutos (entre parenteses) dos 
alelos selvagens dos genes marcadores na linhagem Trp~ de F~ Os 
genes marcadores sao thr + , aro*, his + , tyr + , met + , arg + e ilv + (que 
codificam enzimas necessarias para a sfntese dos aminoacidos tre- 
onina, os aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano, 
histidina, tirosina, metionina, arginina e isoleucina mais valina, res- 
pectivamente) e man*, gal*, /acr e xyl* (necessarios para a capaci- 
dade de catabolisar os agucares manose, galactose, lactose e xilose, 
respectivamente, e usa-los como fontes de energia). 

Hfr A — man* (1) trp* (9) aro + (17) gal* (20) lac * (29) thr* (37) 
Hfr B — trp* (6) man + (14) his* (22) tyr* (34) met* (42) arg* (48) 
Hfr C — thr* (3) ilv* (20) xyl* (25) arg* (33) met* (39) tyr* (47) 
Hfr D — met* (2) arg* (8) xyl* (16) ilv* (21) thr* (38) lac* (46) 

No mapa do cromossomo da E. coli circular apresentado, indique 
(1) a localizagao relativa de cada gene, (2) a posigao em que o fator 
F e integrado a cada uma das quatro celulas Hfr e (3) a diregao 
da transference de cromossomo para cada Hfr (sentido horario ou 
anti-horario; indique a diregao com uma seta). 


thr 



1. O cromossomo da E. coli contem uma molecula circular de 
DNA. 

2. O DNA cromossomico e transferido de celulas doadoras Hfr 
para celulas receptoras F _ por replicagao por circulo rolante. 

3. A replicagao por circulo rolante e, portanto, a transference de 
genes cromossomicos, inicia-se na origem de replicagao no fator 
F integrado. 


4. A diregao da transference (horaria ou anti-horaria) depende da 
orientagao do fator F no cromossomo de Hfr. 

5. O fator F pode integrar-se a muitos locais diferentes no cromosso¬ 
mo da E. coli e em qualquer orientagao (horaria ou anti-horaria). 

6. O mapa genetico do cromossomo da E. coli 4 dividido em mi¬ 
nutos, e 1 min 4 o comprimento do DNA transferido de uma 
linhagem de Hfr para uma linhagem de F~ durante 1 min de 
conjugagao. 

7. A transference de todo o cromossomo de uma celula Hfr para 
uma celula F“ leva 100 min; portanto, o mapa de ligagao genica 
do cromossomo circular completo tern 100 min. 

8. Atribuiu-se arbitrariamente ao locus thr a posigao "0” no mapa 
do cromossomo de E. coli, com aumento da distance de ligagao 
de 0 a 100 min em sentido horario a partir de thr. 

anAlise e SOLUgAO 

Se examinarmos a sequencia de transference dos genes de cada li¬ 
nhagem de Hfr para a linhagem de F", observaremos uma sequencia 
linear em todos os casos. 

Observe tambem que seja qual for a sequencia de transference 
dos genes por diferentes linhagens de Hfr, a distance entre genes 
adjacentes continua igual. A distance entre man e trp e de 8 min, 
por exemplo, sem levar em conta o uso da linhagem A ou B de Hfr 
no experimento. Na verdade, se combinarmos os resultados obtidos 
usando as quatro linhagens de Hfr e pusermos thr na posigao 0, os 
dados produzirao o mapa genetico circular a seguir. O mapa circular 
e urn resultado satisfatorio ja que sabemos que o DNA cromosso¬ 
mico da E . coli tambem e circular. 



a recombinagao entre elementos geneticos nao homolo¬ 
gos no tocante aos demais aspectos. O papel dos elemen¬ 
tos IS na mediagao da integragao de epissomos e bem 
documentado no caso do fator F em E. coli O crossing over 
entre elementos IS no fator F e o cromossomo bacteriano 
produz Hfr com diferentes origens e diregoes de transfe- 
rencia durante a conjugagao (Figura 8.20). 


FATORES F' E SEXODUCAO 

Como discuddo na segao anterior, uma linhagem Hfr e 
produzida pela integragao de um fator F ao cromossomo 
por recombinagao entre elementos IS no cromossomo 
e elementos IS no fator F (Figura 8.20). Voce acredita 
que esse processo de recombinagao possa ser reversfvel? 
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K FIGURA 8.20 Elementos IS medeiam a integrado do fator F. A. Mapa abreviado da estrutura do fator F em linhagem K12 de E. coli, com 
distancias em quilobases (1.000 pares de nucleotidios). As localizagoes dos genes necessarios para transference conjugada (genes tra), replica¬ 
s' 0 (genes rep) e inibigao do crescimento do fago (genes phi) sao mostradas junto com as posigoes de tres elementos IS. As setas indicam o 
elemento IS especifico que mediou a integrado do fator F durante a formagao das linhagens Hfr indicadas. B. A recombinagao entre elementos 
IS insere o fator F no cromossomo bacteriano, produzindo uma celula Hfr. 


Na verdade, ha raras celulas F + em culturas de Hfr, indi- 
cando que ha excisao do fator F (por um processo que e 
basicamente o inverso do evento de integragao mostrado 
na Figura 8.20B). Alem disso, eventos de excisao anoma- 
la como o que mostra a Figura 8.21 produzem fatores F 
autonomos que tern genes bacterianos. Esses fatores F 
modificados, denominados F' (“F linha”), foram identi- 
ficados pela primeira vez por Edward Adelberg e Sarah 
Burns em 1959. O tamanho dos fatores F’ varia de um 
gene bacteriano ate metade do cromossomo bacteriano 
(Figura 8.22). 

A transferencia de fatores F' para celulas receptoras 
(F“) e denominada sexodugao; ocorre pelo mesmo meca- 
nismo que a transferencia de fator F em cruzamentos F + 
X F~ (Figura 8.16), com uma diferenga importante: ge¬ 
nes bacterianos incorporados aos fatores F’ sao transferi- 
dos para celulas receptoras em frequencia muito maior. 
Os fatores F' sao instrumentos uteis para estudos geneti- 
cos; podem ser usados para produzir diploides parciais 
com duas copias de qualquer gene ou conjunto de genes 
ligados. Portanto, a sexodugao pode ser usada para de- 
terminar as relagoes de dominancia entre alelos e fazer 
outros testes geneticos que exigem duas copias de um 
gene na mesma celula. 

Considere um fator F' thr + lev? gerado por excisao 
anomala do fator F de Hfr H, como mostra a Figura 8.21. 
Os cruzamentos entre celulas doadoras F' thr + lev? e ce¬ 
lulas receptoras thr leu~ produzem diploides parciais 
thr~ leu/F’'thr + lev?. Esses diploides parciais sao insta- 
veis porque o fator F' pode ser perdido, produzindo 
haploides thr leu~ , ou pode haver recombinagao entre 


o cromossomo eoF', produzindo recombinantes thr f 
leu + estaveis. Para analisar com mais detalhes o uso de 
diploides parciais em mapeamento genetico, leia Re- 
solva!: Como mapear genes proximos usando diploi¬ 
des parciais? 

TRANSDUCAO 

A transdugao - outro mecanismo de transferencia 
genica em bacterias - foi descoberta por Norton Zin- 
der e Joshua Lederberg em 1952. Zinder e Lederberg 
estudaram linhagens auxotroficas de Salmonella typhi- 
murium cujo desenvolvimento exigia suplementos de 
aminoacidos. Uma linhagem necessitava de fenilalani- 
na, triptofano e tirosina; a outra necessitava de metio- 
nina e histidina. Nenhuma linhagem era capaz de se 
desenvolver em meio minimo sem esses aminoacidos. 
No entanto, quando Zinder e Lederberg cultivaram as 
linhagens juntas, foram produzidos raros prototrofi- 
cos. Alem disso, quando cultivaram as linhagens em 
meio contendo DNAse, mas as separaram nos dois ra- 
mos do tubo em U (Figura 8.9), ainda foram produzi¬ 
dos recombinantes prototroficos. A insensibilidade a 
DNase exclui a transformagao como mecanismo subja- 
cente, e o fato de que o contato celular era dispensavel 
para o surgimento dos prototroficos excluiu a conjuga- 
gao. Experimentos subsequentes mostraram que uma 
das linhagens foi infectada por um virus denominado 
bacteriofago P22 e que esse virus levava genes de uma 
celula (doadora) para outra (receptora). Portanto, os 
raros prototroficos detectados por Zinder e Lederberg 
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Cromossomo de 
E. 




O 0 fator F f az uma a ^ a externa 
ao cromossomo com os genes 
thr e leu na alca. 


Crossing over 



■ F1GURA 8.22 F' em E. coli. Mapa do cromossomo de E. coli K12 mos- 
trando os genes presentes em F' representatives. Os F' sao desenhados 
como estruturas lineares para alinha-los com os segmentos cromosso- 
micos que contem. Na realidade, sao moleculas circulares de DNA - as 
estruturas formadas pela uniao das duas extremidades de cada F'. 




Urn crossing over excisa o fator 
que tem os genes thr e leu, 
produzindo F' thr leu. 


F 


F thr leu 




Cromossomo da E. coli 
com uma delecao dos 
genes thr e leu. 


■ FIGURA 8.21 Formagao de urn F'. A excisao anomala do fator F de 
urn cromossomo de celula Hfr produz um fator F que tem os genes thr 
e leu da E. coli e designado F' thr leu. 


foram produzidos por recombinagao entre o DNA bac- 
teriano levado pelo virus e o DNA no cromossomo da 
celula receptora. 

Estudos posteriores mostraram que existem dois ti- 
pos muito diferentes de transdugao. Na transdugao ge- 
neralizada, ha na cabega do fago um fragmento aleato- 
rio ou quase aleatorio do DNA bacteriano em vez do 
cromossomo do fago. Na transdugao especializada, ha uma 
recombinagao entre o cromossomo do hospedeiro e 
o cromossomo do fago, produzindo um cromossomo 
do fago que contem um trecho de DNA bacteriano. As 


Resolva! 


Como mapear genes proximos usando 
diploides parciais? 

Suponha que se queira determinar a ordem de dois genes 
(y ez) em um locus em relagao a um marcador (x) em um locus 
proximo. Fazem-se os seguintes cruzamentos reciprocos: 

1. celula doadora x + y + r X celula receptora rjrz + e 

2. celula doadora xryz + X celula receptora x + y + r. 

Observe que a ordem dos tres genes (x,y e z) e desconhecida; 
eles sao escritos arbitrariamente em ordem alfabetica. Suponha 
que todos os mutantes sejam auxotroficos e que se possam 
preparar meios seletivos nos quais cresgam apenas recombi- 
nantes prototroficos (x + y + z + ). Quando quantidades iguais de 
prole sao plaqueadas em meio seletivo, observam-se cerca de 
200 recombinantes prototroficos no cruzamento 1, enquanto 
se detectam mais de 4.000 no cruzamento 2. Qual e a ordem 
dos tres genes no cromossomo? 

► Leia a resposta do problema no site 
http://gen-io.grupogen.com.br. 


particulas do fago que contem DNA bacteriano sao de- 
nominadas particulas transdutoras. As particulas transdu- 
toras generalizadas contem apenas DNA bacteriano. As 
particulas transdutoras especializadas sempre contem 
DNA do fago e da bacteria. 
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Transdugao generalizada 

Fagos transdutores generalizados sao capazes de trans- 
portar qualquer gene bacteriano de uma celula para 
outra - dai o nome transdugao generalizada. Os fagos 
transdutores generalizados mais conhecidos sao P22 em 
S. typhimurium e PI em E. coli Apenas 1 a 2% das particu- 
las de fago produzidas por bacterias infectadas por P22 
ou PI contem DNA bacteriano, e apenas 1 a 2% do DNA 
transferido sao incorporados ao cromossomo da celula 
receptora por recombinagao. Assim, o processo e bastan- 
te ineficiente; a frequencia de transdugao de qualquer 
gene bacteriano e de aproximadamente 1 por 10 6 parti- 
culas de fago. 

Transdugao especializada 

A transdugao especializada e caracterfstica de virus 
que transferem apenas determinados genes entre bac¬ 
terias. O bacteriofago lambda (A.) e o fago transdutor 


especializado mais conhecido; X leva apenas os genes 
gal (necessario para uso da galactose como fonte de 
energia) e bio (essencial para a sfntese de biotina) de 
uma celula de E . coli para outra. Ja comentamos neste 
capitulo a insergao sitio-especifica do cromossomo do 
X no cromossomo da E. coli para criar um estado liso- 
genico (veja Bacteriofago lambda). O sitio de insergao 
esta entre os genes gal e bio no cromossomo da E. coli 
(Figura 8.5), o que explica por que o X transduz ape¬ 
nas esses genes. 

O cromossomo de A. integrado - o profago X - em 
uma celula lisogenica sofre excisao espontanea rara- 
mente (cerca de uma em cada 10 5 divisoes celulares), 
que causa sua entrada na via litica. A excisao do profago 
tambem pode ser induzida, por exemplo, por irradia- 
gao de celulas lisogenicas com luz ultravioleta. A excisao 
normal e basicamente o inverso do processo de integra- 
gao sftio-especifico e produz cromossomos circulares do 
fago e de bacterias intactos (Figura 8.23A). As vezes, a 




© 0 profago X faz uma alca externa, 
e ha pareamento de attBP 
com attPB. y 


Recombinacao 

sitio-especifica 


O 

Q Ha recombinacao sitio- 
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■ FIGURA 8.23 Excisao de profago lambda. Comparagao entre (A) excisao normal do profago X e (B) excisao anomala com produgao de cro¬ 
mossomos transdutores Xdgal. 
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excisao e anomala, com ocorrencia de crossing over em 
outro sitio que nao o sitio de ligagao original. Quando 
isso acontece, uma parte do cromossomo bacteriano e 
excisada com o DNA do fago e uma parte do cromosso¬ 
mo do fago e mantida no cromossomo do hospedeiro 
(Figura 8.23B). Essas excisoes do profago anomalo pro- 
duzem fago transdutor especializado que leva os genes 
gal ou bio do hospedeiro. Esses fagos transdutores sao 
designados Xdgal (fago X deficiente transportador de 
genes gal) e Xdbio (fago X deficiente transportador de 
genes bio), respectivamente. Eles sao partfculas de fago 
deficientes porque um ou mais genes necessarios para a 
reprodugao litica ou lisogenica permaneceram no cro¬ 
mossomo do hospedeiro. 

Em vista do tamanho pequeno da cabega do fago, 
apenas genes bacterianos situados proximos do profago 
podem ser excisados com o DNA do fago e acondicio- 
nados na cabega dos fagos. Outro fago transdutor es¬ 
pecializado, 80, integra-se perto dos genes trp de E. coli 
(necessarios para a sfntese do aminoacido triptofano); 
esse fago transduz marcadores trp. Caso sejam formadas 
partfculas transdutoras especializadas durante a excisao 
do profago, como mostra a Figura 8.23B, elas so devem 
ser produzidas quando celulas lisogenicas entrarem na 
via litica. Na verdade, as partfculas transdutoras nao es- 
tao presentes em lisados produzidos a partir de infecgoes 
lfticas primarias. A frequencia de partfculas transdutoras 
em lisados produzidos por indugao de celulas lisogeni¬ 
cas e de aproximadamente 1 em cada 10 6 partfculas da 
prole; portanto, esses lisados sao denominados Lft (do 
ingles, tow-frequency transduction, transdugao de baixa 
frequencia). 

O destino das moleculas de DNA Xdgal e Xbio depois 
da injegao em novas celulas hospedeiras depende dos 
genes do X ausentes. Se os genes para crescimento lf- 
tico estiverem ausentes, mas houver um sftio att e um 
gene int (integrase), os cromossomos defeituosos serao 
capazes de se integrar ao cromossomo do hospedeiro. 
No entanto, nao serao capazes de se reproduzir litica- 
mente, exceto se houver um X de tipo selvagem, agindo 
como fago “auxiliar”. Se o gene int estiver ausente, o 
cromossomo do fago defeituoso so sera capaz de se in¬ 
tegrar na presenga de um auxiliar de tipo selvagem. Se 
um fago Xdgat infectar uma celula receptora gat, a in- 
tegragao do Xdgat produzira um diploide parcial gat/ 
gat instavel (Figura 8.24A), enquanto eventos de recom- 
binagao raros entre gat no DNA transdutor e gat no 
cromossomo receptor produzirem transdutantes gat 
(Figura 8.24B). 

Se a proporgao entre fagos e bacterias for alta, as ce¬ 
lulas receptoras serao infectadas tanto pelo fago X de 
tipo selvagem quanto por Xdgat; portanto, essas celulas 
serao lisogenios duplos que transportam um profago X 
de tipo selvagem e um profago Xdgal. Os transdutantes 
produzidos serao diploides parciais gat /gat. Se os trans¬ 
dutantes gat /gat forem induzidos com luz ultravioleta, 
os lisados conterao cerca de 50% de partfculas Xdgal e 


Integracao de \dgat em attB produz um diploide parcial gat/gat. 



Integracao de Xdgal 

U 



parcialmente diploide gat/gat 



Um crossing over duplo insere o alelo gat de Xdgat no 
cromossomo do hospedeiro. 


Cromossomo do 
receptor gat 


Crossing over duplo 


Troca de 
gat e gat 



a FIGURA 8.24 Recombinagao em celulas receptoras gat infectadas 
por fago transdutor Xdgat. A. Integragao de Xdgat em attB pro¬ 
duz um diploide parcial gat/gat instavel. B. Um crossing over duplo 
transfere o alelo gat de Xdgat para o cromossomo. 


50% de partfculas X*. Ambos os profagos se replicarao 
com igual eficiencia usando os produtos genicos codifica- 
dos pelo genoma X + . Esses lisados sao denominados Hft 
(do ingles, Mgh-ffequency transduction, transdugao de 
alta frequencia). Os lisados Hft aumentam radicalmente 
a frequencia dos eventos de transdugao; portanto, lisados 
Hft sao usados preferencialmente em experimentos de 
transdugao. 
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PONTOS ESSENCIAIS 


• Tres processos parassexuados - transformagao, conjugagao e transdugdo — ocorrem em bacte- 
rias. Esses processos sao distinguidos por dois criterios: a inibigao da transferencia genica por 
desoxirribonuclease e a necessidade de contato celular 

• A transformagao implica a captagao deDNA livre por bacterias 

• A conjugagao ocorre quando uma celula doadorafaz contato com uma celula receptora e 
transfere DNA para a celula receptora 

• A transdugdo ocorre quando um virus leva genes bacterianos de uma celula doadora para 
uma celula receptora 

• Os plasmidios sao elementos geneticos extracromossomicos autorreplicantes 

• Os epissomos sao replicados de maneira autonoma ou como componentes integrados de cromos- 
somos bacterianos 


« Os fatores F que contem genes cromossomicos (fatores F*) sao transferidos para celulas F~ por 
sexodugao. 


Significado evolutivo da troca genetica em bacterias 


A troca genetica e tao importante em bacterias quanto 
em outros organismos. 

A mutagao e a fonte de nova variagao genetica, e a re¬ 
combinagao produz novas combinagoes dessa variagao 
- novas distribuigoes de genes responsaveis pelos feno- 
tipos influenciados por selegao natural- Em eucariotos, 
os eventos de recombinagao - distribuigao independente 
e crossing over - sao parte da reprodugao sexuada. Mas a 
reprodugao das bacterias nao e sexuada. Apesar disso, a 
recombinagao certamente e tao importante na evolugao 
das bacterias quanto na evolugao de eucariotos. Assim, 
nao causa surpresa que mecanismos para troca de infor- 
magoes geneticas e recombinagao de genes tenham se 
desenvolvido em bacterias. Esses mecanismos parassexu¬ 
ados - transformagao, conjugagao e transdugao - geram 
novas combinagoes de genes e possibilitam a evolugao 
e a adaptacao das bacterias a novos nichos ambientais e 
a modificagoes siibitas dos habitats existentes. Teste seu 
conhecimento sobre a importancia da recombinagao em 
bacterias lendo Resolva!: Como evoluem os genomas bac¬ 
terianos? 

Embora os processos parassexuados sejam beneficos 
para bacterias, criam graves problemas para os seres hu- 
manos que estao tentando combater doengas bacterianas. 
Esses processos parassexuados sao parcialmente respon¬ 
saveis pela rapida evolugao e disseminagao de plasmidios 
que dotam as bacterias de resistencia a antibioticos e far- 
macos. O uso disseminado de antibioticos na agricultura 
e na medicina resultou no surgimento de plasmidios que 
tern uma serie completa de genes de resistencia a antibio¬ 
ticos (veja O futuro: Bacterias resistentes a antibioticos). 


Resolva! 


Como evoluem os genomas bacterianos? 

Um cruzamento (I) entre linhagens F + met" ser* cys + str 5 e F" 
mer ser cys~str* de £. coli produziu todas as bacterias F\ mas 
nao produziu recombinantes prototroficos met 4 ser 4 cys 4 stf . 
Depois de varias geragoes, fizeram-se novas culturas de cada 
linhagem a partir de uma colonia, e o cruzamento foi repeti- 
do. Dessa vez (cruzamento II), foram produzidos recombinantes 
met 4 ser + cys + str mas todos esses recombinantes foram F". 
Depois de varias outras geragoes das linhagens usadas no cru¬ 
zamento II, fizeram-se novas culturas a partir de colonias isola- 
das, e o cruzamento foi repetido pela terceira vez (cruzamento 
III). Nao foram produzidos recombinantes met 4 ser 4 cys 4 str no 
cruzamento III; em vez disso, toda a prole que sobreviveu no 
meio contendo estreptomicina tinha o genotipo met + ser 4 cys - 
str e fenotipo F + . Usando um mapa do cromossomo da £. coli, 
explique esses resultados. 

► Leia a resposta do problema no site 
http://gen-io.grupogen. com. br. 


Na verdade, o ressurgimento da tuberculose na cidade 
de Nova York na decada de 1990 foi, em grande parte, de- 
corrente do surgimento de uma linhagem de M. tubercu¬ 
losis resistente a sete antibioticos diferentes. Alem disso, 
a linhagem de Nova York esta intimamente relacionada 
com as linhagens predominantes de M. tuberculosis resis¬ 
tente na China e em outras regioes do mundo. Portanto, 
o que beneficia as bacterias patogenicas geralmente pre- 
judica os seres humanos. 


PONTOS ESSENCIAIS o Os mecanismos parassexuados de recombinagao produzem novas combinagoes de. genes em 

bacterias 

« Os mecanismos parassexuados estimulam a capacidade de. adaptagao das bacterias as altera- 
gdes no ambiente. 
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FUTURO 



BACTERIAS RESISTENTES A ANTIBl6HCOS 

m margo de 2010, a Organizagao Mundial da Saude divulgou 
que o aumento das linhagens multirresistentes (MDR, do in- 
■■■gles, multiple c/rug-resistant) de Mycobacterium tuberculosis, 
a bacteria causadora da tuberculose (TB), havia alcangado ni'veis 
recorde. Em alguns pafses, nossos melhores antibioticos sao inefi- 
cazes no tratamento de ate um quarto dos indivfduos com TB. 

Agora, surgiu um novo gene, designado A/DM-7 (metalobeta- 
lactamase de Nova Delhi), que torna as bacterias resistentes a um 
importante grupo de antibioticos, os carbapenens, usados com fre¬ 
quence no tratamento de linhagens MDR das bacterias. O gene 
A/DM-7 esta localizado em um plasmfdio facilmente transferido de 
uma bacteria para outra. Ate hoje, o gene foi encontrado em E. coli 
e Klebsiella pneumoniae - ambas causadoras de infecgoes urinarias 
graves - mas nao restam muitas duvidas de que va se disseminar 
para outras especies de bacterias. Infelizmente, estao sendo desen- 
volvidos apenas dois antibioticos com possibilidade de eficacia no 
tratamento das superbacterias NDM-1. 

O que levou a evolugao dessas bacterias resistentes a antibio¬ 
ticos e farmacos? Como os seres humanos contribufram para essa 
possfvel crise? Podemos resolver esse problema? Em caso afirma- 
tivo, como? Primeiro, vamos analisar a histdria dos antibioticos e 
das bacterias resistentes a antibioticos. 

Selman Waksman, ucraniano que imigrou para os EUA, desco- 
briu a estreptomicina em 1943. Mais tarde, deu o nome de anti¬ 
bioticos a essa classe de farmacos antibacterianos. O primeiro 
tratamento documentado de um ser humano com estreptomicina 
foi o de uma mulher de 21 anos na Clfnica Mayo, em Rochester, 
Minnesota. Essa paciente tinha um caso avangado de tuberculose. 
Em 1944 foi iniciado o tratamento experimental com injegoes de 
estreptomicina e, para surpresa de todos, a tuberculose foi curada. 
Rapidamente, a estreptomicina e outros antibioticos tornaram-se 
"farmacos miraculosos". A administragao a pessoas com infecgoes 
bacterianas salvou milhoes de vidas. 

Logo os seres humanos comegaram a usar grandes quantidades 
de antibioticos. Em 1950, o mundo usou 10 toneladas de estrep¬ 
tomicina. Em 1955, o uso mundial de estreptomicina havia au- 
mentado para 50 t, mais cerca de 10 t de cloranfenicol e 10 t de 
tetrad clin a. 

No entanto, as bacterias logo comegaram a reagir. Elas desen- 
volveram novos genes codificadores de produtos que as protegiam 
contra os antibioticos. O surgimento de bacterias resistentes a 
antibioticos confirmou o poder da selegao natural. Uma bacteria 
sem gene de resistencia a antibioticos e destrufda pelo antibiotico. 
Uma bacteria que tern o gene de resistencia cresce, divide-se e pro- 
duz uma populagao de bacterias, todas resistentes ao antibiotico. 
O resultado era inevitavel: a disseminagao de bacterias resistentes 
a antibioticos. 

Alguns dos primeiros estudos que documentam a evolugao de 
bacterias resistentes a antibioticos e farmacos foram realizados no 
Japao nas quatro "especies" de Shigella - 5. dysenteriae, S.flexneri, 
5. boydii e 5. sonnei - causadoras de disenteria. Apenas 0,2% das 


linhagens de Shigella isoladas em esgotos e rios polufdos em 1953 
eram resistentes a algum dos antibioticos e farmacos testados. 
Apenas 12 anos mais tarde, a frequencia de linhagens de Shigella 
resistentes a antibioticos e farmacos isoladas nos mesmos lugares 
aumentara para 58%. No entanto, a notfcia verdadeiramente ruim 
nao era a resistencia dessas linhagens aos antibioticos, mas a re¬ 
sistencia da maioria delas a no minimo quatro dos seis antibioticos 
e farmacos - ampicilina, canamicina, tetraciclina, estreptomicina, 
sulfanilamida e cloranfenicol - testados. Eram linhagens multirre¬ 
sistentes de Shigella. Tamb£m comegaram a surgir linhagens MDR 
de outras bacterias, como M. tuberculosis. 

Os genes que protegiam as bacterias contra antibioticos geral- 
mente estao presentes em pequenas moleculas de DNA denomina- 
das plasmfdios R (ver Plasmfdios e epissomos). Muitos plasmfdios 
R sao autotransmissfveis; isto e, tern genes que medeiam a propria 
transference de uma celula para outra e ate mesmo de uma es- 
pecie para outra. Alem disso, os genes de resistencia a antibioticos 
costumam estar presentes em elementos geneticos - elementos 
transpomveis ou "elementos geneticos moveis" - que podem se 
mover de uma molecula de DNA para outra (Capftulo 17). Assim, 
os genes nesses plasmfdios R podem se disseminar rapidamente 
nas populagoes de bacterias. 

Uma explicagao para o desenvolvimento tao rcipido de linha¬ 
gens MDR de bacterias e o uso excessivo de antibioticos. Muitas 
vezes, prescrevem-se antibioticos contra infecgoes virais como o 
resfriado comum e a gripe. Os antibioticos nao tern atividade an¬ 
tiviral e nao devem ser usados no tratamento das infecgoes virais. 
Alem disso, os antibioticos sao usados em larga escala e grandes 
quantidades como “promotores do crescimento" na alimentagao 
de animais para evitar infecgoes bacterianas que reduzem a velo- 
cidade de crescimento. Na verdade, quase metade dos antibioticos 
produzidos nos EUA e usada como aditivo na ragao de animais. 
Eles sao acrescentados em proporgoes de 2 a 50 g portonelada de 
ragao, e ocorre o inevitavel - surgem bacterias resistentes a anti¬ 
bioticos. Entao, essas bacterias resistentes sao transmitidas aos 
seres humanos que cuidam dos animais, trabalham na industria de 
embalagem de carnes ou consomem carne mal passada. 

Em face do surgimento disseminado de linhagens MDR de M. 
tuberculosis, Staphylococcus aureus , Shigella dysenteriae e outras 
bacterias patogenicas, talvez seja recomendavel restringir o uso de 
alguns de nossos melhores antibioticos ao tratamento de doengas 
humanas possivelmente fatais. Na verdade, a Dinamarca proibiu o 
uso de penicilinas e tetraciclinas como promotores do crescimento 
de animais na decada de 1970, e a Suecia proibiu qualquer uso nao 
terapeutico de antibioticos, inclusive como promotores do cresci¬ 
mento de animais, em 1986. Os efeitos negativos da proibigao do 
uso de antibioticos na ragao de animais sobre a produtividade foi 
minimo, e, na Suecia, o uso geral de antibioticos caiu 55% desde o 
infcio da proibigao de usos nao terapeuticos. Talvez seja hora de os 
EUA e o restante do mundo seguirem o exemplo da Escandinavia 
- proibir, ou ao menos limitar, o uso nao terapeutico de antibio¬ 
ticos. Realmente precisamos acrescentar antibioticos a ragao dos 
animais? E no sabonete, precisamos dele? 
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Exercfcios 

Aplique a analise genetica basica 


1. Quais a 5 vantagens dos virus em relagao a organis- 
mos celulares e multicelulares para a pesquisa ge¬ 
netica? 

Resposta: As duas principals vantagens dos virus em rela¬ 
gao a organismos celulares e multicelulares para os 
estudos geneticos sao (1) a simplicidade estrutural 
e (2) o ciclo de vida curto. Em geral, os virus tern 
um unico cromossomo, com um numero relativa- 
mente pequeno de genes, e podem completar o 
ciclo de vida em um periodo que varia de cerca de 
20 min a algumas horas. 

2. Quais sao as principals diferengas entre o crossing 
over cm bacterias e eucariotos? 

Resposta: O crossing over em bacterias geralmente ocorre 
entre um fragmento do cromossomo de uma celu- 
la doadora e um cromossomo circular intacto em 
uma celula receptora (Figura 8.7A). Desse modo, 
os crossing overs tern de ocorrer em numeros pares, 
que inserem segmentos do cromossomo da celula 
doadora no cromossomo da celula receptora. O 
crossing over simples, ou qualquer numero impar de 
crossing overs , destroi a integridade do cromossomo 
circular e deixa em seu lugar uma molecula linear 
de DNA (Figura 8.7B). 

3. Quando cultivadas juntas, duas linhagens de E. coli , 
ab + e a + b, trocam material genetico, levando a pro- 
dugao de recombinantes a + b + . No entanto, quando 
essas duas linhagens sao cultivadas em ramos opos- 
tos de um tubo em U (Figura 8.9), nao ha produgao 
de recombinantes a + b + . Que processo parassexua- 
do e responsavel pela formagao dos recombinantes 
a + b + quando essas linhagens sao cultivadas juntas? 

Resposta: As duas linhagens de E. coli estao trocando in- 
formagoes por conjugagao, o unico processo paras- 
sexuado em bacterias que requer contato celular. 


O filtro de ridro que separa os ramos do tubo em U 
impede o contato entre celulas nesses ramos. 

4. Voce identificou tres marcadores geneticos proxi- 
mos - a, be c- em E. coli Os marcadores sao trans- 
feridos de uma linhagem Hfr para uma linhagem 
F~ em menos de 1 min, e estao presentes no cro¬ 
mossomo na ordem a-b-c. Voce faz experimentos 
de transdugao com o fago PI usando linhagens de 
genotipo a + b c + e a b + c. No cruzamento 1, as celu¬ 
las doadoras sao a + b c + e as celulas receptoras sao a 
b + c. No cruzamento 2, as celulas doadoras sao a b + 
ce as celulas receptoras sao cT b c + . Nos dois cruza- 
mentos, voce prepara placas com meio mmimo em 
que apenas os recombinantes a + b + c + produzem 
colonias. Em que cruzamento voce esperaria obser- 
var a maioria dos recombinantes a + b + c + ? 

Resposta: Voce esperaria mais recombinantes a + b + c + no 
cruzamento 2 porque a formagao de um cromos¬ 
somo com os tres marcadores de tipo selvagem so 
requer dois crossing overs (um par de crossing overs) 
nesse cruzamento, ao passo que sao necessarios qua- 
tro crossing overs (dois pares) para produzir um cro¬ 
mossomo a + b + c + no cruzamento 1. Os crossing overs 
necessarios sao mostrados no diagrama a seguir. 

Fragmento de a + b c + a b + c 

cromossomo 

do doador III 

Cromossomc K^ fi^ H ^ ^^ 
do receptor a b + c 

^ 4 cross 

a + b + c + 

Cromossomo . 1 " ' 1 | 

recombinante 
a + b + c + 

Cruzamento 1 Cruzamento 2 



Autoavaliagao 

Integre diferentes conceitos e tecnicas 


1. 


Voce identificou uma linhagem mutante de E. coli 
que nao sintetiza histidina (His - ). Com o objetivo 
de determinar a localizagao da mutagao his~ no cro¬ 
mossomo de E. coli , voce faz experimentos de cruza¬ 
mento interrompido com cinco linhagens diferen¬ 
tes de Hfr. O diagrama a seguir mostra o momento 
de entrada (minutos, entre parenteses) dos alelos 
selvagens dos cinco primeiros marcadores (genes 
mutantes) na linhagem His" 


Hfr A- bio (4) 

Hfr B- xyl (6) 

Hfr C- his (3) 

Hfr D- xyl (7) 

Hfr E- his (4) 


glu ( 20 ) his (27) 95 (37) iyr (45) 

met (18) tyr (24) cys (32) his (42) 

cys (13) tyr (21) met (27) xyl (39) 
thr (25) lac (40) bio (48) glu (62) 

glu (11) bio (27) lac (35) thr (50) 


(a) No mapa a seguir do cromossomo circular da 
E. coli, indique (1) a localizagao relativa de cada 


lUiiim 
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gene, (2) a posigao em que o fator F e integra- 
do a cada um dos cinco Hfr e (3) a diregao da 
transferencia de cromossomo para cada Hfr 
(indique a diregao com uma seta). 


thr 



(b) Para definir melhor a localizagao da mutagao his~ 
no cromossomo, voce usa a linhagem mutante 
como receptora em um experimento de transdu- 
gao com bacteriofago PL Considerando-se que 
o fago PI comporta cerca de 1% da molecula 
de DNA cromossomico de E. coli voce esperaria 
que houvesse cotransdugao de algum dos genes 
mostrados na figura anterior com o alelo his + de 
seu gene mutante his ~? Em caso afirmativo, qual 
deles? Observe que o cromossomo de E. coli con- 
tem 4,6 milhoes de pares de nucleotidios e que a 
transferencia de todo o cromossomo durante a 
conjugagao leva 100 min. Justifique sua resposta. 

Resposta: (a) A ordem dos genes e mostrada no mapa 
adiante, e os sitios de integragao do fator F e a di¬ 
regao de transferencia em cada Hfr sao indicados 
pelas setas A a E. 



(b) Nao haveria cotransdugao de nenhum marca- 
dor com his + porque o fago PI so comporta 1% do 
cromossomo de E. coli , e nenhum dos outros genes 
esta dentro de 1 min de his. 

2. Cruzamentos com transdugao de tres pontos re- 
ciprocos foram usados para determinar a ordem 
de duas mutagoes, leu 1 e leu 2> no gene leuA em re- 
lagao ao gene ligado thrA da E. coli. Em cada cru- 
zamento, recombinantes leu + foram selecionados 
em meio rmnimo contendo treonina, mas nao 
leucina, e testados para thr ou thr por plaquea- 
mento em replica em placas que nao continham 
treonina. Os resultados sao apresentados na tabela 
adiante: 

Cruzamento 

Marcadores Marcadores Alelo thr em re- Porcentagem 

do doador do receptor combinantes leiC de thr + 

1. thr + leuj thr leu 2 350 thr + : 349 thr 50 

2. thr + leu 2 thr leu ] 60 thr + : 300 thr 17 

Qual e a ordem de leu 1 e leu 2 em relagao ao marca- 
dor externo thr? 

Resposta: Os diagramas dos dois cruzamentos sao apre¬ 
sentados, mostrando as duas ordens possiveis, e as 
linhas vermelhas tracejadas marcam as partes dos 
dois cromossomos que tern de estar presentes em 
recombinantes thr + -leu*-leu 2 + (+ + +). Note que 
se a ordem 1 estiver certa, a formagao de recom¬ 
binantes + + + exigira 4 crossing overs (2 pares de 
crossing overs) no cruzamento 1 e apenas 2 crossing 
overs (1 par) no cruzamento 2 , portanto, preven- 
do mais recombinantes + + + no cruzamento 2 e 
menos no cruzamento 1. Mas se a ordem 2 estiver 
certa, deve haver mais recombinantes + + + no 
cruzamento 1 e menos no cruzamento 2. Visto que 
foi observado o segundo resultado, a ordem certa e 
thr- leu 2 - leu y 


Cruzamento 1: 


Cruzamento 2: 


Ordem 1: t/ir—/eu^—/eu 2 


thr+ leu j + 

H - \ - H— 

I ”1_] \ < thr + 

thr + leu 2 

thr + + leup 

-H - I - 

1 i > thr + 

J L_ 

thr leuj + 


Ordem 2: thr-leup-leuj 


thr + + leuj 

i | > thr + 

- I - - - 1 — '■ | 

thr leu 2 + 

thr + leup + 

■H—— H . I" ■' 

i "1 f ’ < thr + 

. | 

thr + leuj 1 


Observado 
Portanto, a ordem 2 esta certa 
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Avaliagao adicional 

Entenda melhor e desenvolva a capacidade anaUtica 


8.1 Quais criterios consideram os virus seres vivos? Nao 
vivos? 

8.2 Qual e a diferenga entre bacteriofagos e outros vi¬ 
rus? 

8.3 Quais sao as diferengas entre o ciclo de vida dos 
bacteriofagos T4 e X? Quais sao as semelhangas? 

8.4 Quais sao as diferengas entre as estruturas do pro- 
fago X e do cromossomo do X acondicionado no 
virion X? 

8.5 Qual e a diferenga entre a integragao do cromos¬ 
somo do X ao cromossomo do hospedeiro durante 
uma infecgao lisogenica e o crossing over entre cro- 
mossomos homologos? 

8.6 Os geneticistas usaram mutagoes que causam feno- 
tipos alterados como olhos brancos em Drosophila, 
flores brancas e sementes rugosas em ervilhas, e 
alteragao da cor da pelagem em coelhos para deter- 
minar as localizagoes dos genes nos cromossomos 
desses eucariotos. Que tipos de fenotipos mutantes 
foram usados para mapear genes em bacterias? 

8.7 Voce identificou tres mutagoes - a, be c- em Strep¬ 
tococcus pneumoniae. Todos os tres sao recessivos 
para seus alelos selvagens a + , b + e c + . Voce prepara 
o DNA a partir de uma linhagem doadora de tipo 
selvagem e a usa para transformar uma linhagem 
com genotipo a be. Voce observa transformantes a + 
b + e transformantes a + c + , mas nao transformantes 
b+ c + . Essas mutagoes estao proximas? Em caso afir- 
mativo, qual e sua ordem no cromossomo do Strep¬ 
tococcus? 

8.8 Uma linhagem de E. coli com deficiencia nutricio- 
nal cresce apenas em meio contendo timina, en- 
quanto outra linhagem com deficiencia nutricional 
cresce apenas em meio contendo leucina. Quando 
essas duas linhagens sao cultivadas juntas, alguns 
organismos da prole sao capazes de crescer em 
meio minimo que nao contem timina nem leucina. 
Como e possfvel explicar esse resultado? 

8.9 Suponha que voce acabou de demonstrar a recom- 
binagao genetica (p. ex., quando uma linhagem de 
genotipo a b + esta presente em uma linhagem de 
genotipo a + b, formam-se alguns genotipos recom- 
binantes, a + b+ e a b) em uma especie de bacterias 
nao estudada antes. Como voce determinaria se a 
recombinagao observada foi resultado de transfor- 
magao, conjugagao ou transdugao? 

8.10 (a) Quais sao as diferengas genotfpicas entre ce- 
lulas F", celulas F + e celulas Hfr? (b) Quais sao as 
diferengas fenotipicas? (c) Qual e o mecanismo de 


conversao das celulas F~ em celulas F + ? Das celulas 
F + em Hfr? Das celulas Hfr em F + ? 

8.11 (a) Qual e a utilidade dos fatores F' em analise ge¬ 
netica? (b) Como sao formados os fatores F'? (c) 
Qual e o mecanismo de sexodugao? 

8.12 Quais sao as diferengas basicas entre transdugao ge- 
neralizada e transdugao especializada? 

8.13 Que papeis representam os elementos IS na inte¬ 
gragao de fatores F? 

8.14 Como e possfvel mapear os genes bacterianos por 
experimentos de cruzamento interrompido? 

8.15 O que e cotransdugao? Como se podem usar as fre- 
quencias de cotransdugao para mapear marcadores 
geneticos? 

8.16 Em E. coli, a capacidade de usar lactose como fonte 
de carbono requer a presenga das enzimas (3-galac- 
tosidase e p-galactosfdio permease. Essas enzimas 
sao codificadas por dois genes proximos, lac.Z e 
lacY, respectivamente. Outro gene, proC , controla, 
em parte, a capacidade das celulas de E. coli de sin- 
tetizar o aminoacido prolina. Os alelos stf e stf, res¬ 
pectivamente, controlam a resistencia e a sensibili- 
dade a estreptomicina. Sabe-se que Hfr H transfere 
os dois genes lac, proC e str, nessa ordem, durante a 
conjugagao. 

Fez-se um cruzamento entre Hfr H de genotipo 
lacZ~ lacY* proCZ stf e uma linhagem F" de genotipo 
lacZ + lacY~ proCr stf. Depois de aproximadamente 
2 h, a mistura foi dilufda e plaqueada em meio que 
continha estreptomicina, mas nao prolina. Quando 
se analisou a capacidade das colonias recombinan- 
tes proCf stf de crescer em meio contendo lactose 
como unica fonte de carbono, pouqufssimas delas 
foram capazes de fermentar a lactose. Quando se 
fez o cruzamento recfproco (Hfr H lacZ + lacY~ proC" 
stf X F“ lacZ~ lacY + proCr stf), muitos dos recombi- 
nantes proC' stf foram capazes de crescer em meio 
contendo lactose como unica fonte de carbono. 
Qual e a ordem dos genes lacZ e lacY em relagao 
2 iproC? 

8.17 Uma linhagem F + , marcada em 10 loci, da origem 
espontaneamente a prole Hfr sempre que o fator 
F e incorporado ao cromossomo da linhagem F + . 
O fator F pode se integrar ao cromossomo circu¬ 
lar em muitos pontos, de maneira que as linhagens 
Hfr resultantes transfiram os marcadores geneticos 
em ordens diferentes. Em qualquer linhagem Hfr, 
a ordem de marcadores que entram em uma celula 
receptora pode ser determinada por experimentos 
de cruzamento interrompido. A partir dos dados 
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para varias linhagens Hfr derivadas da mesma li- 
nhagem F + , determine a ordem dos marcadores na 
linhagem F + . 


Linhagem Hfr 

Marcadores doados em ordem 

i 

— Z-H-E-R —* 

2 

- O-K-S-R —» 

3 

- K-O-W-I 

4 

- Z-T-I-W —*■ 

5 

- H-Z-T-I 


8.18 Os dados da tabela adiante foram obtidos a partir 
de testes de transdugao de tres pontos feitos para 
determinar a ordem de sftios mutantes no gene A 
que codifica a subunidade a do triptofano sintetase 
em E. coli. Anth e um marcador ligado nao selecio- 
nado. Em cada cruzamento, recombinantes trp + fo¬ 
ram selecionados e, depois, classificados em relagao 
ao marcador anth ( anth? ou anthr). Qual e a ordem 
linear dos alelos anth e dos tres alelos mutantes do 
gene A indicada pelos dados na tabela? 

Alelo anth em 


Cruzamento 

Marcadores 

do doador 

Marcadores 
do receptor 

recombinantes 

trp* 

% 

anth* 

1 

anth!" - 
A34 

anthr - 
A223 

72 anth!": 

332 anthr 

18 

2 

anth* — 

A46 

anthr- 
A223 

196 anth?: 

180 anthr 

52 

3 

anthT - 
A223 

anthr- 

A34 

380 anth?: 

379 anthr 

50 

4 

anth? - 
A223 

anthr - 
A46 

60 anthr : 

280 anthr 

20 


8.19 O bacteriofago PI medeia a transdugao generaliza- 
da em E. coli. Um lisado transdutor de PI foi pre- 
parado pelo cultivo do fago PI em bacterias pur" 
prcr hisr Os genes pur, pro e his codificam enzimas 
necessarias para a smtese de purinas, prolina e his- 
tidina, respectivamente. Permitiu-se que o fago e 
as particulas transdutoras nesse lisado infectassem 
celulas pur pro" his + . Depois de incubar as bacterias 
infectadas por um periodo suficiente para permi- 
tir que haja transdugao, elas foram plaqueadas em 
meio mmirno suplementado com prolina e histidi- 
na, mas sem purinas para selecionar transdutantes 
pur" . As colonias pur" foram transferidas para meio 
minimo com e sem prolina e com e sem histidina 
para determinar as frequences de cada marcador 
externo. Em face dos resultados a seguir, qual e a 
ordem dos tres genes no cromossomo de E. coli ? 


Genotipo Numero observado 


pro" his + 

100 

prcr his + 

22 

pro? his~ 

150 

prcr his~ 

1 


8.20 Duas outras mutagoes o gene trp A de E. coli , trp A58 
e trp A487, foram ordenadas em relagao a trp A223 
e ao marcador externo anth por cruzamentos com 
transdugao de tres fatores, conforme descrito no 
Problema 8.18. Os resultados desses cruzamentos 
sao resumidos na tabela a seguir. Qual e a ordem 
linear de anth e dos tres sitios mutantes no gene 
trp A? 

Alelo anth em 


Cruzamento 

Marcadores 

do doador 

Marcadores 
do receptor 

recombinantes 

trp* 

% 

anth? 

1 

anth? 

A487 

anthr - 
A223 

72 anth?: 

332 anthr 

82 

2 

anth? - 
A58 

anthr - 
A223 

196 anth?: 

180 anthr 

48 

3 

anth? - 
A223 

anthr - 
A487 

380 anth?: 

379 anthr 

50 

4 

anth? — 

A223 

anthr - 
A58 

60 anth?: 

280 anthr 

80 


8.21 Voce identificou uma linhagem mutante de E. coli 
que nao sintetiza histidina (His - ). Com o objetivo 
de determinar a localizagao da mutagao his~ no cro¬ 
mossomo de E. coli , voce faz experimentos de cruza¬ 
mento interrompido com cinco linhagens diferen- 
tes de Hfr. O quadro a seguir mostra o momento 
de entrada (minutos, entre parenteses) dos alelos 
selvagens dos cinco primeiros marcadores (genes 
mutantes) na linhagem His. 


Hfr A — 

his{ 1) 

man (9) 

gal (28) 

lac (37) 

thr (45) 

Hfr B — 

man (15) 

his (23) 

cys (38) 

ser (42) 

arg (49) 

Hfr C — 

thr (3) 

lac (11) 

gal (20) 

man (39) 

his (47) 

Hfr D — 

cys (3) 

his (18) 

man (26) 

gal (45) 

lac (54) 

Hfr E — 

thr (4) 

rha (18) 

arg (36) 

ser (43) 

cys (47) 


No mapa a seguir do cromossomo circular de E. 
coli, indique (1) a localizagao de cada gene em rela¬ 
gao a thr (localizado em 0/100 min), (2) a posigao 
em que o fator F e integrado a cada uma das cin¬ 
co celulas Hfr e (3) a diregao da transference. de 
cromossomo para cada Hfr (indique a diregao com 
uma seta). 


thr 



8.22 Sabe-se que as mutagoes nrd 11 (gene nrd B , que 
codifica a subunidade beta da enzima ribonucleotf- 
dio redutase), am M69 (gene 63, que codifica uma 
protema que auxilia a fixagao da fibra da cauda) 
e nd 28 ( denA , que codifica a enzima endonuclea¬ 
se II) estao localizadas entre os genes 31 e 32 no 
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cromossomo do bacteriofago T4. As mutagoes am to de tres fatores na tabela a seguir, qual e a ordem 

A54 e am A453 estao localizadas nos genes 31 e 32, linear dos cinco sftios mutantes? 

respectivamente. Em vista dos dados do cruzamen- 

Dados do cruzamento de tres fatores 

Cruzamento 


% de recombinagao 3 

1. am A4b?>-am M69 X nrdll 


2,6 

2. am A4:5Z-nrd 11 X am M69 


4,2 

3. am A453— am M69 X nd 28 


2,5 

4. am A453-nrf 28 X am M69 


3,5 

5. amA455-nrd 11 X nd 28 


2,9 

6. amA45S-nd 28 X nrdll 


2,1 

7. am N54—am M69 X nrd 11 


3,5 

8. am ZV54— nrd 11 X amM69 


1,9 

9. am N54^nd 28 X amM69 


1,7 

10. am M>4— am M69 X nd 28 


2,7 

11. amN54-nd28 X nrdll 


2,9 

12. am A54-nrd 11 X nd 28 


1,9 


. 2 (prole de tipo selvagem) v 1ftn 

a Todas as frequencias de recombma^ao sao calculadas como p r r>1<* tntaT 1UU ' 


Genomica na Web em http://www.ncbi.nlm.nih.gov 


O genoma de E. coli foi um dos primeiros genomas 
bacterianos sequenciados. A sequencia nucleotidica 
completa (4,6 milhoes de pares de nucleotfdios) do 
genoma da linhagem K12 de E. coli foi publicada em 
setembro de 1997. 

1. Quantas linhagens diferentes de E. coli tiveram os 
genomas sequenciados desde 1997? 

2. Todos esses genomas tern o mesmo tamanho 
aproximado? Caso nao tenham, qual e a variagao de 
tamanho observada entre os genomas de diferentes 
linhagens de E. coli ? 


3. Algumas linhagens de E. coli, por exemplo, 0157:H7, 
sao mais patogenicas para seres humanos e outros 
mamfferos que linhagens como a K12. O genoma 
dessas linhagens e maior ou menor que o de K12? As 
comparagoes dos genes nas linhagens patogenicas e 
nao patogenicas poderiam dar pistas sobre a razao 
de algumas linhagens serem patogenicas e outras 
nao? 

Dica: No site do NCBI, Genome Biology —> Entrez Genome 
—> Microbial Genomes —> Complete Genomes —> Escherichia 
coli. 


inih 
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ordem consistente com os dados observados e centromero -A 
- B. Em segiiida precisamos determinar que tipo de crossing 
duplo ocorreu no evento meiotico que produziu o asco padrao 
4. Os diagramas dos crossings duplos possfveis mostram que o 
padrao tipo 4 resulta de um crossing duplo bifilamentar, com 
um crossing no intervalo I e um no intervalo II. 

Para calcular as distancias entre o centromero e o gene A e 
entre os genes A tB, lembre-se de que nos ja sabemos (1) que 
o asco padrao 2 resulta de um unico crossing no intervalo II, (2) 
que o asco padrao 3 resulta de um unico avssing no intervalo I 
e (3) que o asco padrao 4 resulta de um avssing duplo, com um 
avssing em cada intervalo. A distancia de mapa do locus A para 
o locus B sera de [1/2 (numero de ascos do tipo 2 + numero de 
ascos do tipo 4)/(numero total de ascos)] x 100, ou 

1/2(48 + 2) x jqq _ unidades de mapa 

200 

Os 50 ascos envolvidos neste calculo resultaram todos de 
eventos meioticos nos quais houve um crossing no intervalo 
entre os loci At B. Assim, 12,5 por cento da prole tern com- 
binagoes recombinantes dos alelos dos genes A e B. 

Similannente, a distancia do locus A ate o centromero sera 

1A_(38 + 2) x ^qq = io unidades de mapa 

200 


Novamente, os 40 ascos contados neste calculo resultaram 
todos de eventos meioticos nos quais havia um crossing no in¬ 
tervalo entre o locus A e o centromero. A multiplicagao pela 
metade corrige o fato de que cada crossing envolve apenas 
duas das quatro cromatides em uma tetrade. Apenas no caso 
dos ascos ditipo nao parentais (resultantes de crossings duplos 
de quatro filamentos), o fator metade nao e usado. Assim, o 
mapa de ligagao definido por nossos dados hipoteticos de 
tetrade e 


Centromero 

A . B 

K 10 cm 10 cm -►] 


mm P0NT0SIMP0RTANTES 

■ Os genotipos de todos os quatro produtos de meiose, a te¬ 
trade, podem ser analisados em ascomicetos tais como a le- 
vedura Saccharomyces cerevisiae e o mofo do pao Neurospora 
crassa. 

■ As tetrades desordenadas de leveduras podem ser usadas para 
detectar ligagao e mapear genes. 

■ As tetrades ordenadas de Neurospora crassa podem ser usadas 
para mapear as posigoes tanto dos centromeros quanto dos 
genes em cromossomos. 



Exerckios Basicos 


llustram a analise genetica basica. 


1. Que vantagens para a pesquisa genetica tem os virus em relacao 
a organismos celulares e multicelulares? 

Resposta: As duas principais vantagens para estudos geneticos 
que os virus tem em relagao a organismos celulares e multicelu¬ 
lares sao (1) sua simplicidade estrutural e (2) seu curto ciclo de 
vida. Os virus geralmente contem um unico cromossomo com 
um numero relativamente pequeno de genes e podem comple- 
tar seu ciclo de vida em cerca de 20 minutos a algumas horas. 
Cruzamentos do fago T4 podem ser feitos em menos de uma 
hora, e os resultados podem ser analisados no mesmo dia. 

2. Como imi cruzamento e feito com bacteriofagos? 

Resposta: Um cruzamento de fagos e feito infectando-se si- 
multaneamente as mesmas celulas hospedeiras com dois fagos 
de interessse (em geral mutantes) e triando-se quanto a recom¬ 
binantes (geralmente tipo selvagem) entre a prole. A proporgao 
de fagos para bacterias e mantida bem alta (cerca de 5 a 10 fagos 
de cada genotipo para cada bacteria) de modo que a maioria 
das celulas sao infectadas com ambos os fagos parentais. Uma 
grande vantagem do bacteriofago em tais estudos geneticos e 
que um grande numero de prole (10 8 a 10 9 ) pode facilmente ser 
triado quanto a recombinantes raros. 

3. Quais sao as principais diferengas entre crossing-over em bacte¬ 
rias e em eucariontes? 


Resposta: Em bacterias, o crossing-over geralmente ocorre entre 
um ffagmento do cromossomo de uma celula doadora e um 
cromossomo circular intacto em uma celula receptora (veja Fig. 
8.15/?). Como resultado, os crossings devem ocorrer aos pares 
que inserem segmentos do cromossomo da celula doadora no 
cromossomo da celula receptora. Crossings unicos, ou qualquer 
numero fmpar de crossings , irao destruir a integridade do cro¬ 
mossomo circular e produzir uma molecula de DNA linear em 
seu lugar (veja Fig. 8.15/?). 

4. Quando cultivadas juntas, sabe-se que duas linhagens de E. coli , 
ab + ta + b, trocam material genetico, resultando na produgao de 
recombinantes a + b + . Entretanto, quando estas duas linhagens 
sao cultivadas em bragos opostos de um tubo em U (veja Fig. 
8.17), nenhum recombinante a + b + e produzido. Que processo 
parassexual e responsavel pela fonnagao de recombinantes /? + b + 
quando tais linhagens sao cultivadas juntas? 

Resposta: As duas linhagens de E. coli estao trocando informa- 
goes por conjugagao, o unico processo parassexual em bacterias 
que requer contato celular. O filtro de vidro que separa os bra¬ 
gos do tubo em U impede contato entre celulas nestes bragos. 

5. Um geneticista de leveduras analisou 100 tetrades em um cruza¬ 
mento envolvendo dois genes; 60 das tetrades sao ditipos paren¬ 
tais, 8 sao ditipos nao parentais e 32 sao tetratipos. (a) Que fato 
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estabelece que os dois genes estao ligados? (b) Qual a distancia 
de mapa entre estes genes? 

Resposta: (a) Para genes ligados, as ffeqiiencias dos ascos di- 
tipo parental e ditipo nao parental devem ser aproximadamente 
iguais. Sua desigualdade obvia nestes dados indica que os ge¬ 
nes estao ligados. (b) A freqiiencia de recombinagao entre os 
genes e estimada pela formula [(1/2)T + NPD]/total, onde T 


e NPD sao o numero de ascos tetratipo e ditipo nao parental 
observados. A freqiiencia de recombinagao e portanto 0,24. Po- 
demos usar este numero para estimar a distancia genetica em 
centiAlorgans, isto e, 24 centiMorgans, ou podemos ajustar o 
numero para cima como objetivo de considerar multiplas trocas 
pela formula [(1/2)T + 3 NPD]/total, que produz uma distancia 
de mapa de 40 centiMorgans. 


Testar Seus Conhecimentos 


Integra conceitos e tecnicas diferentes. 


1. Voce identificou um mutante de linhagem de E. coli que nao 
pode sintetizar histidina (His - ). Para determinar a localiza¬ 
gao da mutagao his~ no cromossomo de E. coli , voce faz expe¬ 
riments de cruzamento interrompido com cinco linhagens 
Elfr diferentes. O mapa seguinte mostra o tempo de entrada 
(minutos, entre parenteses) dos alelos tipo selvagem dos 
primeiros cinco marcadores (genes mutantes) na linhagem 
His - . 


Hfr A — 

bio( 4) 

ght{ 20) 

his(21) 

cys(i7) 

tyii^S) 

Hfr B — 

xyl(6) 

met( 18) 

ryr(24) 

cysQI) 

his( 42) 

Hfr C — 

■iis( 3) 

O'-K 13 ) 

tyr(2\) 

met(27) 

xyl( 39) 

Hfr D — 

-xyl( 7) 

thri 25) 

lac( 40) 

7w(48) 

glu(62) 

Hfr E — 

bis( 4) 

glu(\ 1) 

bio(21) 

M3 5) 

tbi{SQ) 


(a) No mapa a seguir do cromossomo circular de E. coli , indique 
(1) a localizagao relativa de cada gene, (2) a posigao onde o fator 
sexual esta integrado em cada um dos cinco Hfr e (3) o sentido 
da transferencia cromossomica de cada Hfr (indique o sentido 
com uma seta). 


thr 



(b)Para defrnir melhor a localizagao da mutagao his~ no cromos¬ 
somo, voce usa uma linhagem mutante como receptora em 
um experimento de transdugao com bacteriofago PI. Qual, 
se algum, dos genes mostrado no mapa anteriormente voce 
esperaria que fosse co-transduzido com o alelo his + de seu gene 
mutante his~, considerando que o fago PI pode acondicionar 
cerca de 1 % da molecula de DNA cromossomico de E. coli ? 
Note que o cromossomo de E. coli contem 4,6 milhoes de pa¬ 
res de nucleotfdeos e que a transferencia de todo o cromos¬ 
somo durante a conjugagao leva 100 minutos. Explique sua 
resposta. 

Resposta 

(a) A ordem dos genes e a mostrada no mapa a seguir, e os sftios de 
integragao do fator F e sentido de transferencia de cada um dos 
Hfr sao indicados por setas marcadas de A a E. 



(b) Nenhum dos marcadores seria co-transduzido com his + porque 
o fago PI pode acondicionar apenas 1% do cromossomo de E. 
coli , e nenhum dos outros genes esta dentro de 1 minuto de bis. 

2. Mary Houlahan, George Beadle e Hermione Calhoun (Genetics 
34:493-507, 1949) estudaram duas linhagens mutantes de Nen- 
rospora crassa. Uma linhagem ( pdx ) nao podia crescer sem pirido- 
xina e a outra (pan) nao podia crescer sem acido pantotenico. As 
tetrades de ascosporos de um cruzamento entre tais linhagens 
foram dissecadas e analisadas. Pelos resultados (mostrados a di- 
reita), determine as relagoes de ligagao entre os genes pdx e pan 
e entre cada gene e seu centromero. (Um + representa o alelo 
tipo selvagem de um gene; assim, por exemplo, pdx + = pdx pan + 
e o genotipo de um esporo que nao pode crescer sem piridoxina 
mas pode crescer sem acido pantotenico.) 

Classes de Tetrades 

1 2 3 4 5 6 

pdx 1 pdx pan pdx 1 pdx 1 pdx 1 pdx 1 

pdx 1 pdx pan pdx pan 111 pan 1 pan 

1 pan 11 11 pdx pan pdx 1 pdx pan 

1 pan 11 1 pan 1 pan 1 pan 1 l 

Numero observado 

15 1 17 1 13 2 

Resposta 

Antes de analisar os dados, notamos que o cruzamento foi entre 
linhagens com os genotipos pdx + e + pan ; estes genotipos sao 
indicativos de ascosporos tipo parental na prole. Os ascospo¬ 
ros nao parentais (isto e, recombinantes) sao ou pdx pan ou + 
+. Usando esta nomenclatura, podemos classificar cada tetrade 
como ditipo parental (PD), ditipo nao parental (NPD) ou te¬ 
tratipo (T). Alem disso, como as tetrades de Neurospora sao or- 
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denadas, podemos classifica-las como dotados de padroes de 
segrega?ao de primeira (F) ou segunda (S) divisao com relagao a 
cada marcador: 

Classe de tetrade 
Numero observado 
Tipo 

Segregagao com 
relacao a pdx 
Segregagao com 
relagao a pan 

A analise dos dados envolve varias etapas. Primeira, notamos 
que as tetrades NPD (1) sao muito menos numerosas que as 
tetrades PD (15 + 13 = 28). Esta observa?ao indica que pdx e 
pan estao ligados. Segundo, usamos a formula padrao de mapea- 
mento para avaliar a distancia entre pdx epan: 

[(1/2)T + NPD]/total de ascos = [(1/2)(17 + 1 + 2)]/49 = 22,2 cM 


Terceiro, avaliamos a distancia entre pdx e seu centromere calcu- 
lando a freqiiencia dos padroes de segregacao da segunda divisao: 

[(l/2)S]/total de ascos = [(l/2)(l + 13+ 2)]/49 = 16 cM 

Similarmente, estimamos a distancia entre pan e seu centromero. 

[(l/2)S]/total de ascos = [(1/2)(17 + 13+ 2)]/49 = 32,/ cM 

Os resultados combinados nos dizem que pchc e pan estao do 
mesmo lado do centromero e que pan esta mais longe. Resumi- 
mos nossa analise em urn mapa de ligagao: 

Centromero—16 cM —pdx 22,2 cM pan 

Note que a freqiiencia dos padroes de segregacao da segunda di¬ 
visao subestima a distancia entre pan e o centromero porque nao 
considera algumas trocas duplas. Podemos obter uma estimativa 
melhor somando as distancias entre o centromero e pdx e entre 
pdx e pan: 16 + 22,2 = 38,2 cM. 


1 2 3 

15 1 17 

PD NPD T 

F F F 

F F S 


4 5 

1 13 2 

T PD T 

5 S S 

F S S 


“ Questoes e Problemas Acentuam a 

8.1. Por que criterios os virus sao seres vivos? Nao vivos." 

8.2. Como os bacteriofagos diferem de outros virus." 

8.3. De que modos os ciclos de vida dos bacteriofagos 4 4 e X 
diferem? Em que aspectos eles sao iguais." 

8.4. Como a estrutura do profago X difere da estrutura do cro- 
mossomo X acondicionado no virion A,? 

8.5. De que modo a integragao do cromossomo X ao cromos- 
somo hospedeiro durante uma infecgao lisogenica difere do 
crossing-over entre cromossomos homologos? 

8.6. Como sao feitos cruzamentos geneticos com virus? De que 
modos esses cruzamentos diferem dos cruzamentos de euca- 
riontes tais como drosofilas? 

8.7. O bacteriofago T4 tern um cromossomo linear mas um mapa 
genetico circular. Como as duas estruturas podem ser conci- 
liadas? 

8.8. Se um unico fago T4, com seu cromossomo linear, mfecta 
uma E. coli e passa pelo ciclo Htico, os cromossomos da prole 
do fago serao circularmente permutados com pontas ter- 
minalmente redundantes diferentes. Como sao produzidas 
estas moleculas circularmente permutadas terminalmente 
redundantes? 

8.9. Uma linhagem de E. coli nutricionalmente defectiva so cresce 
em um meio contendo timina, enquanto outra linhagem nu¬ 
tricionalmente defectiva so cresce em meio contendo leu- 
cina. Quando essas duas linhagens foram cultivadas juntas, 


compreensao e desenvolvem as habilidades analiticas. 

parte da prole era capaz de crescer em meio minimo sem 
timina ou leucina. Como explicar este resultador' 

8.10. Suponha que voce demonstrou recombinagao genetica (por 
ex., quando uma linhagem de genotipo a b + esta presente com 
uma linhagem de genotipo a + b , sao formados alguns genotipos 
recombinantes, a + b + e a b) em uma especie antes nao estudada 
de bacterias. Como voce determina se a recombinagao obser- 
vada resultou de transformagao, conjugagao ou transdugao? 

8.11. Compare as semelhangas e diferengas entre transformagao, 
transdugao e sexdugao. 

8.12. (a) Quais as diferengas genotipicas entre celulas F ,F eHfrr 
(b) Quais sao as diferengas fenotipicas? (c) Por que meca- 
nismo as celulas F" sao convertidas em F + ? As celulas F + em 
celulas Hfr? As celulas Hfr em F + ? 

8.13. (a) Que uso tern os fatores F’ na analise genetica? (b) Como 
os fatores F’ sao formados? (c) Por que mecanismo ocorre 
sexdugao? 

8.14. Quais as diferengas basicas entre transdugao generalizada e 
transdugao especializada? 

8.15. Que papeis os elcmentos IS desempenham na integragao dos 
fatores F? 

8.16. Como os genes bacterianos podem ser mapeados por experi- 
mentos de reprodugao interrompida? 

8.17. O que significa o termo co-transdugao ? Como as freqiiencias 
de co-transdugao sao usadas para mapear marcadores gene¬ 
ticos? 
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8.18. Uma linhagem F*, marcada em 10 loci , da origein espon- 
taneamente a uma prole Hfr sempre que o fator b se torna 
incorporado ao cromossomo da linhagem F + . O fator F pode 
ser integrado ao cromossomo circular em muitos pontos, de 
modo que as linhagens Hfr resultantes transferem marcado- 
res geneticos em ordens diferentes. Para qualquer linhagem 
Hfr, a ordem de marcadores que entram na receptora pode 
ser determinada por experimentos de reprodugao interrom- 
pida. A partir dos seguintes dados para varias linhagens Hh 
da mesma F + , determine a ordem de marcadores na linha¬ 
gem F + . 

Linhagem Hfr Marcadores Doados em Ordem 

1 — Z-H-E-R-> 

2 _ O-K-S-R 

3 — K-O-W-I -> 

4 — Z-T-I-W -> 

5 — H-Z-T-I-> 

8.19. Em E. coli , a capacidade de usar lactose como fonte de car- 
bono requer a presenga de enzimas (3-galactosidase e (3-ga- 
lactosideo-permease. Estas enzimas sao codificadas por dois 
genes proximamente ligados, lacZ e lacY, respectivamente. 
Outro gene, proC , controla, em parte, a capacidade de E. 
coli de sintetizar o aminoacido prolina. Os alelos st/ e st/, 


respectivamente, control am resistencia e sensibilidade a es- 
treptomicina. Sabe-se que Hfr H transfere os dois genes lac, 
proC e str , nesta ordem, durante a conjugagao. 

Foi feito um cruzamento entre Hfr H de genotipo 
lacZ '‘ lacY* proC* str s e uma linhagem F" de genotipo UcZT 
lacY~ proC~ str r . Apos cerca de 2 horas, a mistura foi dilu- 
lda e plaqueada em meio contendo estreptomicina mas nao 
prolina. Quando as colonias recombinantes proC* st/ resul¬ 
tantes foram examinadas quanto a sua capacidade de crescer 
em meio contendo lactose como unica fonte de carbono, 
poucas delas foram capazes de fermentar lactose. Quando foi 
feito o cruzamento reciproco (Hfr H lacZ* lacY proC st/ X 
F" lacZ' lacY* proC~ str 1 '), muitos dos recombinantes proC* 
st/ foram capazes de crescer em um meio contendo lactose 
como unica fonte de carbono. Qual e a ordem dos genes lacZ 
e lacY em relagao a proC ? 

8.20. Os dados no quadro seguinte foram obtidos de um teste de 
transdugao de tres pontos feito para determinar a ordem 
dos sitios mutantes no gene A codificante da subunidade 
a de triptofano-sintetase em E. coli. Antb e um marcador 
ligado nao selecionado. Em cada cruzamento, os recombi¬ 
nantes trp* foram selecionados e entao registrados quanto 
ao marcador antb ( antb* ou anth~). Qual a ordem linear de 
antb e os tres alelos mutantes do gene A indicados pelos 
dados no quadro? 


Cruzamento 

Marcadores 
de Doadora 

Marcadores 
de Receptora 

Alelo anth em 
Recombinantes 

% anth 1 

1 

anth 1 —^434 

anth 2 — A22S 

72 anth 1 : 332 anth 2 

18 

2 

anth 1 —ZI46 

anth 2 — A22S 

196 anth 1 : 180 anth 2 

52 

3 

anth 1 — A22S 

anth 2 — Z(34 

380 anth 1 : 379 anth 2 

50 

4 

anth 1 —^4223 

anth 2 — .446 

60 anth 1 : 280 anth 2 

20 


8.21. Duas mutacoes adicionais no gene trp A de E. coli , tip ASS e trp 
/H87, foram ordenadas com relagao a trpAHS e ao marcador 
externo anth por cruzamentos de transdugao de tres fatores 

Marcadores 
Cruzamento de Doadora 

1 anth 1 —/J487 

2 anth 1 —^45 8 

3 anth 1 — A223 

4 anth 1 — A22S 


conforme descrito no Problema 8.20. Os resultados destes 
cruzamentos estao resumidos no quadro seguinte. Qual a or¬ 
dem linear de anth e dos tres sitios mutantes no gene trp A? 


Marcadores Alelo anth em 2 

de Receptora Recombinantes trp % anth 

a n th 2 — A223 72 and 1 : 332 anth 2 82 

ant h 2 — A22S 196 anth 1 : 180 anth 2 48 

an th 2 — AYS1 380 anth 1 : 379 anth 2 50 

ant h 2 _.458 60 anth 1 : 280 anth 2 80 


8.22. Sabe-se que as mutacoes nrd 11 (gene nrd B, que codifica a 
subunidade beta da enzima ribonucleotideo-redutase), am 
M69 (gene 63, que codifica uma proteina auxiliadora da 
ligagao da fibra da cauda) e nd 28 {denA, que codifica a 
enzima endonuclease II) estao situadas entre o gene 31 e o 


gene 32 no cromossomo do bacteriofago T4. As mutagoes 
am N54 e am, A453 estao situadas nos genes 31 e 32, respec¬ 
tivamente. Considerando os dados no cruzamento de tres 
fatores do quadro seguinte, qual a ordem linear dos cinco 
sitios mutantes? 
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Dados de Cruzamento 

de Tres Fatores % Recombinagao* 


1 . 

am /145 3— am M69 X nrd 11 

2,6 

2. 

am AA-53—nrd 11 

X am M69 

4,2 

3. 

am A4S3—am M6 9 X nd 28 

2,5 

4. 

am A45 3—nd 28 

X am M69 

3,5 

5. 

am /I453— nrd 11 

X nd 28 

2,9 

6. 

am ^4453— nd 28 

X m'd 11 

2,1 

7. 

am NS A—am M69 

X nrd 11 

3,5 

8. 

am N5A—nrd 11 

X am M69 

1,9 

9. 

am NS A—nd 28 

X am M69 

1,7 

10. 

am NS A—am M69 

X 7id 28 

2,7 

11. 

am NS A—nd 28 

X nrd 11 

2,9 

12. 

am NS A—nrd 11 

X nd 28 

1,9 


*Todas as freqiiencias de recombinagao sao dadas como 
2 (prole tipo selvagem) 

prole total 

8.23. Em leveduras, a mutagao ad requer adenina para crescimento 
e a mutagao in requer inositol para crescimento. Os alelos 
tipo selvagem destas duas mutagoes sao AD e IN. C. C. Lin- 
degren analisou 48 tetrades do cruzamento AD IN x ad in\ 
entre essas tetrades, 22 eram ditipo parental, 3 eram ditipo 
nao parental e 23 eram tetratipo. Os genes AD e IN sao liga- 
dos? Caso sim, qual a distancia entre eles? 

8.24. Um geneticista obteve os seguintes dados de tetrade orde- 
nada de um cruzamento em Neurospora : 


Topo do 
Asco 

Pares de Esporos 

Inferior 
do Asco 

Numero de 
Tetrades 

(1,2) 

(3,4) 

(5,6) 

(7,8) 


A 

A 

a 

a 

61 

a 

a 

A 

A 

55 

a 

A 

a 

A 

40 

A 

a 

A 

a 

44 




Total 5 200 


Qual a distancia entre o locus At o centromero no cromos- 
somo? 

8.25. Os dados da seguinte tetrade foram obtidos do cruzamento 
A Bxab em Neurospora : 


Topo do 
Asco 

Pares de Esporos 

Inferior 
do Asco 

Numero de 
Tetrades 

(1,2) 

(3,4) 

(5,6) 

(7,8) 


AB 

AB 

ab 

ab 

1.766 

AB 

aB 

Ab 

ab 

220 

AB 

Ab 

aB 

ab 

14 

Total 5 2.000 


Use estes dados para construir um mapa de ligagao dos dois 
genes e o centromero em seu cromossomo. 


8.26. As analises de tetrades desordenadas de leveduras do cruza¬ 
mento + + + x a b c produziram os seguintes dados: 

Classe de Numero de 

Tetrade Esporos Ascos 


1 . 

a b c 

a b c 

111 

1 

1 

1 

36 

2. 

a b c 

a 1 c 

1 bl 

1 

1 

1 

14 

3. 

nil 

all 

1 b c 

1 

b 

c 

32 

4. 

a b 1 

all 

1 be 

1 

1 

c 

16 

5. 

a b 1 

a b 1 

1 1 c 

1 

1 

c 

2 


Quais destes genes sao ligados e qual a distancia de mapa 
entre eles? 

8.27. Em Neurospora , as mutagoes arg, thi e leu bloqueiam a sfntese 
de arginina, tiamina e leucina, respectivamente. Os seguintes 
dados de tetrade ordenada vieram de dois cruzamentos com 
estas mutagoes: 

Numero de 

Cruzamento Pares de Esporos Tetrades 




(1,2) 

(3,4) 

(5,6) 

(7,8) 


arg 3 

thi 

arg 1 

arg 1 

1 thi 

1 thi 

46 



arg thi 

arg thi 

1 1 

1 1 

56 






Total 5 

100 

arg 3 

leu 

arg 1 

arg 1 

1 leu 

1 leu 

155 



arg 1 

arg leu 

1 1 

1 leu 

44 



arg 1 

1 leu 

argl 

1 leu 

1 






Total 5 

200 


Usando estes dados, construa o(s) mapa(s) de ligagao para 
estes genes. Mostre a posigao do(s) centromero(s). 

8.28. A ordem de tres genes e o centromero em um cromossomo 
de Neurosopora e centromero— x — y — z. Um cruzamento 
ente + + + t x y z produziu um asco com o seguinte arranjo 
ordenado de ascosporos (apenas um membro de cada par de 
esporos e mostrado): (+ + z) (+ y z) (x + +) (x y +). 

(a) Este asco e mais provavelmente o resultado de um even to 
meiotico no qual ocorreu 0, 1, 2 ou 3 crossings} 

(b) Em que intervalo(s) o(s) crossing(s) mais provavelmente 
ocorreu(eram)? 

(c) Se crossings duplos ou triplos estavam envolvidos, eles 
foram de dois filamentos, tres ou crossings multiplos de 
quatro filamentos? 

8.29. De um cruzamento de linhagem de Neurospora tipo selvagem 
com uma linhagem que tdnha necessidades nutricionais dos 
aminoacidos histidina (his) e tirosina (tir), foram obtidas as 
seguintes tetrades ordenadas: 

(a) Qual a distancia de mapa entre o locus his e o centro¬ 
mero? 

(b) Qual a relagao de ligagao entre os loci his e tir} 













8.30. 
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Pares de 
Esporos 

1 

2 

1-2 

his tyr 

his tyr 

3-4 

his tyr 

his 1 

5-6 

1 1 

1 tyr 

7-8 

1 1 

1 1 

Numero 

30 

8 


Tetrades 


3 

4 

5 

his tyr 

his 1 

his 1 

1 tyr 

his 1 

his tyr 

1 1 

1 tyr 

1 tyr 

his 1 

1 tyr 

1 1 

5 

30 

10 


6 7 8 


1 tyr 

1 tyr 

his 1 

his tyr 

1 1 

1 tyr 

his 1 

his tyr 

his tyr 

1 1 

his 1 

1 1 

7 

8 

2 


Total 5 100 


As seguintes tetrades foram produzidas por um cruzamento 
de uma Neurospora que tinha esporos brancos (w) e uma ne- 
cessidade nutricional do aminoacido arginina (arg) com uma 
linhagem que tinha esporos escuros e nenhuma necessidade 
de arginina: 

Pares de Tetrades 


Esporos 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

1-2 

w arg 

tv arg 

w arg 

w a rg 

w + 

w + 

3-4 

w arg 

w + 

+ arg 

+ + 

w + 

+ + 

5-6 

+ + 

+ arg 

4 - + 

+ arg 

+ arg 

w arg 

7-8 

+ + 

+ + 

w + 

w + 

+ arg 

+ arg 

\ 

Numero 

58 

14 

15 

2 

1 

10 


Total = 100 


(a) Qual a distancia de mapa entre o locus arg e o centro- 
mero? 

(b) Qual a distancia de mapa entre os loci w e arg ? 

(c) Os loci arg e w sao encontrados no mesmo brago ou em 
bravos diferentes do cromossomo? 








CAPfTULO 

DNA e Estrutura Molecular 
de Cromossomos 


Topicos 

■ Fun^des do Material Genetico 

■ Prova de que a Informa^ao 
Genetica E Estocada no DNA 

■ As Estruturas do DNA e do RNA 

■ Estrutura Cromossomica em 
Procariontes e Virus 

■ Estrutura Cromossdmica em 
Eucariontes 

■ Genomas Eucarioticos: 
Sequencias Repetidas de DNA 



Micrografia eletronica de transmissao com cor acentuada do DNA do bacteriofago lambda. 


Descoberta da Nuclefna 

Em 1868, Johann Friedrich Miescher, um jovem estudante de medicina suf<;o, 
ficou fascinado com uma substancia acida que ele isolou de celulas de pus 
obtidas de bandagens usadas para cobrir feridas humanas. Primeiro ele sepa- 
rou as celulas do pus das bandagens e restos associados e entao tratou as 
celulas com pepsina, uma enzima proteolftica que ele isolou dos estomagos 
de porcos. Apos o tratamento com pepsina, ele recuperou uma substancia 
acida que ele chamou de “nuclefna". A nuclefna de Miescher era incomum 
por conter grandes quantidades de nitrogenio e fosforo, dois elementos que 
se sabia na epoca coexistir apenas em alguns tipos de gordura. Miescher 
publicou um trabalho descrevendo sua descoberta da nuclefna em celulas 
de pus humano e o submeteu para publica^ao em 1869. Entretanto, o editor 
do periodico ao qual o trabalho foi enviado desconfiou dos resultados e 
decidiu ele mesmo repetir os experimentos. Como consequencia, o trabalho 
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apresentaglo^ escrevendo a " udefna foi publicado em 1871, dois anos apos sua 

Na epoca a importance da substancia que Miescher chamou de nuclema nao 
cin, H er ^ f , existencia de cadeias polinucleot.'dicas, o componente prin- 
apal do material ac.do na nuclema de Miescher, so foi documentada nos anos 1940 
O papel dos acidos nucleicos em estocar e transmitir informagoes geneticas so foi 
es abeleado em 1944 e a estrutura da dupla helice do DNA so foi'descoberta em 
1953. Mesmo em 1953, muitos geneticistas relutaram em aceitar a ideia de que os 
acidos nucleicos, e nao as proteinas, levavam a informal genetica porque os acidos 
nucleicos apresentavam menos variabitidade estrutural que as proteinas. 


FUN0ES DO MATERIAL GENETICO 

o material genetico deve replicar-se, controlar o 
crescimento e o desenvolvimento do organismo e 
permitir que o organismo se adapte a mudangas no 
ambiente. 


os resultados de elegantes experimentos estabeleceram cla- 
ramente que a informagao genetica e estocada em acidos 
nucleicos, e nao em proteinas. Na maioria dos organismos, a 
informagao genetica e codificada na estrutura do DNA. En- 
ti etanto, em muitos virus pequenos, a informagao genetica e 
codificada no RNA. 


Em 1865, Mendel mostrou que “Merkmalen” (hoje 
“genes”) transmitem a informagao genetica, e, na primeira 
parte do seculo vinte, foram amplamente esrudados seus pa- 
droes de transmissao. Embora tais estudos classicos de gene¬ 
tica dessem pouca elucidagao quanto a natureza molecular 
dos genes, eles demonstraram que o material genetico devia 
desempenhar tres fungoes essenciais: 

1. A fungao genotfpica, a replicagao. O material genetico 
deve estocar a informagao genetica e transmitir com pre- 
cisao essa informagao dos genitores para a prole, geragao 
apos geragao. 

2. A fungao fenotipica, a expressao genica. O material ge- 
nerico deve controlar o desenvolvimento do fenotipo'do 
organismo. Isto e, o material genetico deve ditar o cres¬ 
cimento do organismo desde o zigoto unicelular ate o 
adulto. 

3 ^A fungao evolu tiva, as mutagoes. O material genetico deve 
softer mudangas para produzir variagoes que permitem 
aos organismos adaptar-se a modificagoes no ambiente de 
modo que possa ocorrer evolugao. 

Outros esuidos geneticos iniciais estabeleceram uma corre- 
lagao precisa entre os padroes de transmissao dos genes e o 
comportamento dos cromossomos durante a reprodugao se¬ 
xual, dando fortes evidencias de que os genes geralmente es- 
tao situados em cromossomos. Assim, tentativas posteriores 
de descobrir a base quimica da hereditariedade enfocaram 
moleculas presentes nos cromossomos. 

Os cromossomos sao compostos de dois tipos de grandes 
moleculas organicas (macromoleculas) chamadas proteinas 
e acidos nucleicos. Os acidos nucleicos sao de dois tipos- 
o acido desoxirribonucleico (DNA) e o acido ribonucleico 
(RNA). Durante a decada de 1940 e o comego da de 1950, 


■■ P0NT0S IMPORTANTES 

m O material genetico deve desempenhar tres fungoes essen¬ 
ciais: a fungao genotipica - replicagao -, a fungao fenotipica 
expressao genica - e a fungao evolutiva - muta^ao. 


PROVA DE QUE A INFORMACAO GENETICA 
E ESTOCADA NO DNA 

Na maioria dos organismos, a informagao genetica esta 
codificada no DNA. Em alguns virus, o RNA e o material 
genetico. Viroides sao moleculas infecciosas de RNA nu, 
e prions sao proteinas infecciosas herdaveis. 


^ v arias nnnas de evidencias indiretas sugeriram que o 
DNA abriga a informagao genetica de organismos vivos. 
Por exemplo, a maior parte do DNA das celulas esta situada 
nos cromossomos, enquanto RNA e proteinas sao tambem 
abundantes no citoplasma. Alem disso, existe uma correlagao 
precisa entre a quantidade de DNA por celula e o numero 
de conjuntos de cromossomos por celula. A maioria das ce¬ 
lulas somaticas de organismos diploides contem duas vezes 
a quantidade de DNA das celulas germinativas (gametas) da 
mesma especie. A composigao molecular do DNA e a mesma 
(com raras excegoes) em todas as celulas de urn organismo, 
enquanto a composigao tanto do RNA quanto de proteinas € 
altamente variavel de urn tipo de celula para outro. O DNA 
e mais estavel que o RNA on as proteinas. Como o material 
genetico deve estocar e transmitir informagoes dos genitores 
para a prole, podemos esperar que ele seja estavef como o 
DNA. Embora tais correlagoes sugiram fortemente que o 
DNA e o material genetico, elas nao o comprovam. 
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Prova de que o DNA Medeia a Transforma^ao 

A descoberta de Frederick Griffith da transformagao em 
Streptococcus pneumoniae foi discutida no Cap. 8. Quando 
Griffith injetou tanto bacterias tipo IIIS mortas por aque- 
cimento (virulentas quando vivas) e bacterias tipo ITR vivas 
(nao virulentas) em camundongos, muitos dos camundongos 
desenvolveram pneumonia e morreram, e celulas tipo IIIS 
vivas foram recuperadas de seus cadaveres. Algo nas celulas 
mortas pelo calor, o “principio trans formant e ”, tinha con- 
vertido as celulas tipo HR vivas em tipo IIIS. Em 1931, Ri¬ 
chard Sia e Martin Dawson fizeram o mesmo experimento 
in vitro , mostrando que o camundongo nao teve nenhum pa- 
pel no processo de transformagao (Fig. 9.1). O experimento 
de Sia e Dawson abriu o caminho para a demonstragao de 
Oswald Avery, Colin MacLeod e Maclyn McCarty de que o 
principio transformante em S. pneumoniae e o DNA. Avery e 
colaboradores mostraram que o DNA e o unico componente 
das celulas IIIS necessario para transformar o tipo HR em 
tipo IIIS (Fig. 9.2). 

Mas como eles podiam estar certos de que o DNA estava 
de fato puro? Provar a pureza de qualquer substancia ma- 
cromolecular e extremamente dificil. Talvez a preparagao de 


DNA contivesse algumas moleculas de proteina, e tais protei- 
nas contaminantes fossem responsaveis pela transforma- 
gao observada. Os experimentos mais definitivos de Avery, 
MacLeod e McCarty provando que o DNA era o principio 
transformante envolveram o uso de enzimas que degradam 
DNA, RNA ou proteinas. Em experimentos separados, o 
DNA altamente purificado de celulas tipo IIIS foi tratado 
com as enzimas (1) desoxirribonuclease (DNase), que degrada 
DNA, (2) ribonuclease (RNase), que degrada RNiV ou (3) 
proteases, que degradam proteinas. O DNA foi entao testado 
quanto a sua capacidade de transformar celulas tipo IIR em 
tipo IIIS. Apenas o tratamento com DNase tinha qualquer 
efeito sobre a atividade transformante da preparagao de DNA 
- ele eliminava toda a atividade transformante (Fig. 9.2). 

Embora o mecanismo molecular pelo qual ocorre a trans¬ 
formagao tivesse ficado desconhecido por muitos anos, os re- 
sultados de Avery e colaboradores estabeleceram claramente 
que a informagao genetica em Streptococcus esta presente no 
DNA. Os geneticistas hoje sabem que o segmento dc DNA 
no cromossomo de Streptococcus portador da informagao 
genetica que especifica a smtese de uma capsula tipo III e 
fisicamente inserido no cromossomo da receptora tipo IIR 
durante o processo de transforma gao. 


Tipo IIR viva 



Sem capsula 


Bacterias tipo IIR vivas 
em meio de cultura 



Colonias tipo IIR 


Tipo IIIS mortas por aquecimento 



f*i 


Bacterias tipo IIIS mortas por 
aquecimento em meio de cultura 



Sem colonias 



Tratadas com soro 
que precipita as 
IIR na mistura 



Bacterias IIR precipitadas 


Tipo IIIS mortas por 
aquecimento mais 
tipo IIR vivas crescendo 
em meio de cultura 


Fig. 9.1 ■ Demonstragao 
de Sia e Dawson de 
transformagao em 
Streptococcus 
pneumoniae in vitro. 
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Prova de que o DNA Leva a Informacao Genetica 
no Bacteridfago T2 

Uma evidencia adicional demonstrando que o DNA e o ma¬ 
terial genetico foi publicada em 1952 por Alfred Hershey 
(ganhador do Premio Nobel de 1969) e Martha Chase. Os 
resultados de seus experimentos mostraram que a informagao 
genetica de um determinado virus de bacterias (bacteriofago 
T2) estava presente em seu DNA. Seus resultados tiveram 
um grande impacto sobre a aceitagao pelos cientistas de que 
o DNA e o material genetico. Esse impacto foi o resultado 
da simplicidade do experimento de Hershey-Chase. 

Virus sao os menores organismos vivos. Eles estao vivos 
pelo menos no sentido de que sua reprodugao e controlada 
pela informagao genetica estocada em acidos nucleicos me- 
diante os mesmos processos de organismos celulares (Cap. 
8). Entretanto, os virus sao parasitas acelulares que podem 
reproduzir-se apenas em celulas hospedeiras apropriadas. 
Sua reprodugao e totalmente dependente da maquinaria me- 
tabolica (ribossomos, sistemas geradores de energia e outros 
componentes) do hospedeiro. Os virus foram extremamente 
uteis no estudo de muitos processos geneticos por causa de 
sua estrutura e composigao quimica simples (muitos contem 
apenas proteinas e acidos nucleicos) e de sua rapida repro- 




Colonias HIS 



Colonias HIS 


Fig. 9.2 ■ A prova de Avery MacLeod e 
McCarty de que o “princfpio transformante” 
Sem colonias e o DNA. 

'- 



dugao (15 a 20 minutos em caso de alguns virus bacterianos 
em condigoes otimas). 

O bacteriofago T2, que infecta o bacilo intestinal comum 
Escherichia coli , e composto de cerca de 50% de DNA e 
cerca de 50% de proteina (Fig. 9.3). Os experimentos an- 
teriores a 1952 haviam mostrado que toda a reprodugao do 
bacteriofago T2 ocorria dentro de E. coli. Portanto, quando 
Hershey e Chase mostraram que o DNA da particula viral 
entrava na celula, enquanto a maior parte da proteina do virus 
era adsorvida para o exterior da celula, ficou claro que a infor¬ 
magao genetica necessaria para reprodugao viral estava pre¬ 
sente no DNA. A base para o experimento de Hershey-Chase 
e que o DNA contem fosfato mas nao enxofre, enquanto as 
proteinas contem enxofre mas nao fosforo. Assim, Hershey e 
Chase foram capazes de marcar especificamente (1) o DNA 
do fago mediante crescimento em um meio contendo o iso- 
topo radioativo do fosforo, >2 P, em lugar do isotopo normal, 
>J P; ou (2) a capa de proteina do fago mediante crescimento 
em um meio contendo enxofre radioativo, ‘°S, em lugar do 
isotopo normal, ' 2 S (Fig. 9.3). 

Quando particulas de fago T2 marcadas com "°S foram 
misturadas com E. coli por alguns minutos e as celulas infec- 
tadas pelo fago foram entao submetidas a forgas de separagao 
em um misturador, a maior parte da radioatividade (e por- 
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Experimento I: 
fago marcado 
com 32 P 
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E. coli Fago T2 


10 minutos 




Misturador 



Bacteria infectada Capas 
de fago 


Radioatividade em 
restos de bacterias 


Experimento II: 
fago marcado com 35 S 


/ Capa de proteina 
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+ [ 


10 minutos 



35 $-Protefna 
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E. coli Fago T2 


O 
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e bacterias. 


Bacteria infectada 



Bacteria infectada Capas 
de fago 


o o 

Dar urn tempo para Submeter a forcas de 

fagos infectar bacterias. fracionamento em misturador. 


Pouca radioatividade 
em restos de bacterias 

O 

Separar bacterias de 
fagos por centrifugacao. 


Fig. 93 ■ Demonstragao por Hershey e Chase de que a informagao genetica do bacteriofago T2 esta em seu DNA. 


tan to as protemas) podia ser removida das celulas sem afetar a 
produgao da prole de fagos. Quando foram usadas particulas 
T2 nas quais o DNA foi marcado com ' 2 P, entretanto, toda 
a radioatividade foi encontrada dentro das celulas; isto e, o 
DNA nao foi removido por agitagao no misturador. As capas 
removidas dos fagos foram separadas das celulas infectadas por 
centrifugagao em baixa velocidade, com sedimentos de celu¬ 
las deixando as particulas de fago suspensas. Tais resultados 
indicaram que o DNA do virus entrava na celula hospedeira, 
enquanto a capa de proteina ficava do lado de fora da celula. 
Como a prole dos virus e produzida dentro das celulas, os re¬ 
sultados de Hershey e Chase indicaram que a informagao ge¬ 
netica que dirige a sfntese tanto de moleculas de DNA quanto 
das capas de proteina da prole de virus deve estar presente no 
DNA parental. Alem disso, as particulas da prole continham 
parte do "P, mas nada do do fago parental. 

Havia uma falha na prova de Hershey e Chase de que o 
material genetico do fago T2 era o DNA. Verificou-se que 


uma quantidade significativa de °S (e portanto proteina) foi 
injetada nas celulas hospedeiras com o DNA. Assim, poderia 
ser questionado que essa pequena fragao de proteinas do 
fago continha a informagao genetica. Mais recentemente, os 
cientistas desenvolveram procedimentos pelos quais proto- 
plastos (celulas com as paredes removidas) de E. coli podem 
ser infectados com DNA puro do fago. Proles normais de 
fagos infectivos sao produzidas nesses experimentos, chama- 
dos experimentos de transfecgao, provando que o material 
genetico de tais virus bacterianos e o DNA. 

Prova de que o RNA Estoca a Informacao Genetica 
em Alguns Virus 

A medida que mais virus foram identificados e estudados, 
tornou-se aparente que muitos deles continham RNA e pro¬ 
teinas mas nao DNA. Em todos os casos estudados ate agora, 
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r 


Virus 
misto 
reconstituido 


TMV Tipo A 



Protefna A 

i 


Prole 


Infeccao de 
folha de tabaco 



Fig. 9.4 ■ Demonstrate) de que o 
material genetico do vi'rus do mosaico 
do tabaco (TMV) e o RNA, e nao 
protefna. O TMV nao contem DNA; 
ele e composto apenas de RNA e 
protefna. 


hcou claro que tais virus com RNA, como todos os outros 
organismos, estocam sua informacao genetica em acidos 
nucleicos e nao em protemas, embora nesses virus o acido 
nucleico seja o RNA. Um dos primeiros experimentos a es- 
tabelecer que o RNA era o material genetico nos virus com 
RNA foi o chamado experimento de reconstituigao de Heinz 
Fraenkel-Conrat e colaboradores, publicado em 1957. Seu 
simples, mas definitivo, experimento foi feito com o virus 
do mosaico do tabaco ( TMV), um pequeno virus composto 
de uma unica molecula de RNA encapsulado em uma capa 
de protefna. Linhagens diferentes de TMV podem ser iden- 
tificadas com base em diferengas na composigao quimica de 
suas capas de protefna. 

Fraenkel-Conrat e colaboradores trataram partfculas de 
TMV de duas linhagens diferentes com substancias qufmicas 
que dissociam as capas de protefna dos virus das moleculas de 
RNA e sepaiam as protemas do RNA. Eles entao misturaram 
as protefnas de uma linhagem com as moleculas de RNA da 
outra linhagem em condigoes que resultant na reconstitui- 
gao de virus infecciosos completos compostos de protefnas de 
uma linhagem e RNA de outra linhagem. Quando as folhas de 
tabaco forarn infectadas com tais virus mistos reconstitufdos, 
os virus da prole erarn sempre fenotipicamente e genotipica- 
rnente identicos a linhagem parental da qual tinlia sido obtido 
o RNA (Fig. 9.4). Assim, a informagao genetica do TMV esta 
estocada no RNA, e nao em protefna. 

Viroides, Moleculas Nuas Infecciosas de RNA Herdaveis 

A1 guns agentes infecciosos que causam doengas em plantas, 
e outros que sao tidos como causadores de doengas em ani¬ 
mals contem pequenas moleculas circulares de RNA. Entre- 
tanto, ao contrario dos virus com RNA tais como o TMV, 
essas moleculas de RNA nao sao acondicionadas em capas 
de protefna. Elas foram descobertas por Theodore Diener 
e colaboradores nos anos 1960 e denontinadas viroides, sig- 
nificando “similares a virus”. O viroide da batata (PSTV) 
foi um dos primeiros viroides estudados. Ele faz com que os 
tubercuios das batatas infectadas sejam longos e pontiagudos 


como hastes. O PSTV e uma molecula circular de RNA 
que consiste em 359 nucleotfdeos. Ele se replica autonoma- 
mente em celulas do tuberculo da batata. O PSTV tern uma 
estrutura em forma de bastao devido ao pareamento de bases 
dentro da molecula. Os efeitos patogenicos dos viroides pa- 
recent ser resultantes de sua capacidade de alterar os padroes 
normais da expressao genica. 

Prions, Protemas Infecciosas Herdaveis 

Outros agentes infecciosos transmissfveis nao contem acido 
nucleico de nenhum tipo, apenas protefna. Esses agentes 
proteinaceos foram chamados prions (derivados de protefna 
e wfccciosa) em 1982 por Stanley Prusiner, que recebeu o 
Premio Nobel de Fisiologia ou Medicina em 1997 por sua 
pesquisa sobre estas protemas unicas. Os prions sao formas 
alteradas de protemas celulares normais ent mamfferos. Eles 
sao responsaveis por um grupo de doengas neurodegenerati- 
vas fatais incluindo doenga Creutzfeldt-Jakob (CJD) e kuru 
em humanos, encefalopatia espongiforme bovina (BSE), co- 
mumente chantada “doenga da vaca louca” em gado, doenga 
do definhamento cronico (CWD) em cervos e alces e scrapie 
ent ovelhas. A importancia destas doengas foi documentada 
pela mortandade de rebanhos inteiros de gado expostos a 
BSE no Reino L'nido e alces expostos a CUT) nos EUA 
durante a ultima decada. As doengas de prion sao espalhadas 
pelo consumo de came contendo as protemas infecciosas. 
No caso de kuru nos habitantes de Fore na Nova Guine, 
acredita-se que a doenga seja transmitida pelo canibalismo 
ritualfstico dos cerebros de parentes mortos. Sabe-se que o 
“mal da vaca louca” se dissemina quando tecidos de animais 
infectados sao usados em suplementos alimentares de gado. 

Os pi ions sao formas aberrantes de protefnas codificadas 
por genes normais de mamfferos. Quando a forma aberrante 
patogenica da protefna, o prion, e forntada, ela atua como 
um molde que converte rnais protefnas celulares normais 
para a forma infecciosa de prion. As protefnas prion aberran¬ 
tes aglomeram-se e acabam por matar as celulas hospedeiras. 
Os cetebros dos animais doentes desenvolvem uma morfo- 
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logia espongiforme com espacos vazios resultantes de morte 
celular. Quando surgem os sintomas da doenga, neurodege- 
neragao ocorre muito rapidamente, seguida logo de morte. 

mm PONTOSIMPORTANTES 

® A informagao genetica da maioria dos organismos vivos e esto- 
cada no acido desoxirribonucleico (DNA). 

M Em alguns virus, a informagao genetica esta presente no acido 
ribonucleico (RNA). 

■ Viroides e prions sao moleculas nuas infecciosas de RNA e pro- 
teina, respectivamente. 


AS ESTRUTURAS DO DNA E DO RNA 

O DNA geralmente e bifilamentar, estando adenina 
pareada com timina e guanina pareada com citosina. O 
RNA geralmente e unifilamentar e contem uracila em 
lugar de timina. 

A informagao genetica de todos os organismos vivos, 
exceto os virus com RNA, e estocada no DNA. Qual a es- 
trutura do DNA e em que forma a informagao genetica e 


Acidos nucleicos sao compostos de subunidades repetidas chamadas nucleotideos. 
Cada nucleotideo e composto de tres unidades. 
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Fig. 9.5 ■ Componentes estruturais 
dos acidos nucleicos. 
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estocada? Que caracteristicas da estrutura do DNAfacilitam 
a transmissao precisa da informagao genetica de geragao a 
geragao? As respostas a estas perguntas sem duvida sao tres 
das facetas mais importantes de nossa compreensao da natu- 
reza da vida. 

Natureza das Subunidades Quimicas no DNA e no RNA 

Acidos nucleicos, os principais componentes da nuclema de 
Miescher, sao macromoleculas compostas de subunidades 
repetidas chamadas nucleotideos. Cada nucleotideo e com- 
posto de (1) um grupo fosfato, (2) um acucar com cinco car- 
bonos, ou pentose, e (3) um composto nitrogenado ciclico 
chamado base (Fig. 9.5). No DNA, o agucar e a 2-desoxirri- 
bose (donde o nome acido desoxirribonucleico). No RNA, 
o agucar e a ribose (donde acido ribonucleico). Quatro bases 
diferentes sao comumente encontradas no DNA: adenina 
(A), guanina (G), timina (T) e citosina (C). O RNA tam- 
bem contem adenina, guanina e citosina, mas tern uma base 
diferente, uracila (U), em lugar de timina. Adenina e gua¬ 
nina sao bases com dois aneis chamadas purinas; citosina, 
timina e uracila sao bases com um so anel chamadas piri- 
midinas. Tanto o DNA quanto o RNA, portanto, contem 
quatro subunidades diferentes, ou nucleotideos: dois nucle¬ 
otideos purina e dois nucleotideos pirimidina (Fig. 9.6). Em 
polinudeotideos tais como DNA e RNA, essas subunidades 
sao unidas em longas cadeias (Fig. 9.7). O RNA geralmente 
existe como um poh'mero unifilamentar que e composto de 
uma longa seqiiencia de nucleotideos. O DNA tern um ruvel 
de organizagao adicional e muito importante: geralmente e 
uma molecula bifilamentar. 

Estrutura do DNA: A Dupla Helice 

Uma das mais excitantes descobertas na historia da biolo- 
gia ocorreu em 1953 quando James Watson e Francis Crick 


(Fig. 9.8) deduziram a estrutura correta do DNA. Seu mo- 
delo da dupla helice do DNA imediatamente sugeriu um 
mecanismo elegante para a transmissao da informagao ge¬ 
netica (veja Um Marco na Genetica: A Dupla Helice). A 
estrutura da dupla helice de Watson e Crick foi baseada em 
dois tipos principais de evidencia: 

1. Quando Erwin Chargaff e colaboradores analisaram a 
composigao do DNA de muitos organismos diferentes, 
eles descobriram que a concentragao de timina era sempre 
igual a concentragao de adenina e a concentragao de cito¬ 
sina era sempre igual a concentragao de guanina (Quadro 
9.1). Seus resultados sugerem fortemente que timina e 
adenina bem como citosina e guanina estao presentes no 
DNA em alguma inter-relagao fixa. Seus dados tambem 
mostraram que a concentragao total de pirimidinas (ti¬ 
mina mais citosina) era sempre igual a concentragao total 
de purinas (adenina mais guanina; veja Quadro 9.1). 

2. Quando raios X passam pelas fibras de moleculas purifi- 
cadas, eles sao desviados pelos atomos das moleculas de 
modos especfficos, chamados padroes de diffagao, que 
dao informagoes sobre a organizagao dos componentes 
das moleculas. Esses padroes de difragao de raios X po- 
dem ser registrados em filmes sensiveis aos raios X do 
mesmo modo que os padroes de luz podem ser registra¬ 
dos com uma camara e um filme sensivel a luz. Watson e 
Crick usaram os dados de difragao de raios X na estrutura 
do DNA (Fig. 9.9) fornecidos por Maurice Wilkins, Ro¬ 
salind Franklin e seus colaboradores. Esses dados indica- 
ram que o DNA era uma estrutura bifilamentar altamente 
ordenada com subestruturas repetidas espagadas a cada 
0,34 nanometro (1 nm = 10" 9 metro) ao longo do eixo da 
molecula. 

Com base nos dados qufmicos de Chargaff, nos dados de 
difragao de Wilkins e Franklin e em dedugoes da construgao 
de modelos, Watson e Crick propuseram que o DNA existe 
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Fig. 9.6 ■ Estruturas dos quatro desoxirribonucleotfdeos comuns presentes no DNA. 
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Fig. 9.7 ■ Formagao de uma 
cadeia polinucleotidica pela 
uniao de nucleotideos com 
ligagoes fosfodiester. Note que 
o polinucleotideo tem uma 
polaridade quimica 5' para 3' (de 
cima para baixo); cada ligagao 
fosfodiester une o carbono 
5' da 2'-desoxirribose em urn 
nucleotideo ao carbono 3' da 
2'-desoxirribose no nucleotideo 
adjacente, resultando na 
polaridade quimica da cadeia 
polinucleotidica. 



Fig. 9.8 ■ James D. Watson (esquerda) e Francis H. C. Crick com 
um modelo da dupla helice de DNA. 


como uma dupla helice com giro para a direita em que duas 
cadeias polinucleotidicas sao helicoidizadas uma ao redor da 
outra (Fig. 9.10). Cada cadeia polinucleotidica consiste em 
uma seqiiencia de nucleotideos ligados por unioes fosfodies¬ 
ter, ligando desoxirriboses adjacentes (Quadro 9.2). Os dois 
filamentos polinucleotidicos sao mantidos juntos em sua 
configuracao helicoidal por pontes de hidrogenio (Quadro 
9.2) entre bases em filamentos opostos. Os pares de bases 
resultantes sao empilhados entre duas cadeias perpendicula- 
res ao eixo da molecula, como os degraus de uma escada em 
caracol (Fig. 9.10). O pareamento de bases e especifico: ade¬ 
nina sempre esta pareada com timina e guanina sempre faz 
par com citosina. Assim, todos os pares de bases consistem 
em uma purina e uma pirimidina. A especificidade do pare¬ 
amento de bases resulta das capacidades de pontes de hidro¬ 
genio em suas configuracoes normals (Fig. 9.11). Em suas 
configuragoes estruturais comuns, adenina e timina formam 
duas pontes de hidrogenio, e guanina e citosina formam tres 
pontes de hidrogenio. As pontes de hidrogenio nao sao pos- 
sfveis entre citosina e adenina ou timina e guanina quando 
elas existem em seus estados estruturais comuns. 
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QUADRO 9.1 


Composiqao de Bases do DNA de Varios Organismos 


Proporgoes Molares 


Especie 


% % % % t 

de Adeiiina de Guanina de Citosina de Timina 


A + G A + T 

T + C G + C 


I. Virus 


Bacteriofago A 

26,0 

23,8 

Bacteriofago T2 

32,6 

18,1 

Flerpes simples 

13,8 

37,7 

II. Bacterias 

Escherichia coli 

26,0 

24,9 

Micrococcus lysodeikticus 

14,4 

37,3 

Ramihacterium ramosum 

35,1 

14,9 

IH.Fungos 

Neurospora crassa 

23,0 

27,1 

Aspergillus niger 

25,0 

25,1 

Saccharomyces cerevisiae 

31,7 

18,3 

IV. Eucariontes Superiores 

Zea mays (milho) 

25,6 

24,5 

Drosophila melanogaster 

30,7 

19,6 

Homo sapiens (humanos) 

30,2 

19,9 


24,3 

25,8 

0,99 

1,08 

16,6 

32,6 

1,03 

1,88 

35,6 

12,8 

1,06 

0,36 

25,2 

23,9 

1,04 

1,00 

34,6 

13,7 

1,07 

0,39 

15,2 

34,8 

1,00 

2,32 

26,6 

23,3 

1,00 

0,86 

25,0 

24,9 

1,00 

1,00 

17,4 

32,6 

1,00 

1,80 

24,6 

25,3 

1,00 

1,04 

20,2 

29,4 

1,01 

1,51 

19,6 

30,3 

1,01 

1,53 



it i 



Fig. 9.9 ■ Foto do padrao de difragao de raios X obtida do DNA. 

O padrao central em cruz indica que a molecula de DNA tem uma 
estrutura helicoidal e as bandas escuras em cima e embaixo indicam 
que as bases estao empilhadas perpendicularmente ao eixo da 
molecula com periodicidade de 0,34 nm. 


Uma vez conhecida a seqiiencia de bases de um filamento 
da dupla helice de DNA, a seqiiencia de bases do outro fi¬ 
lamento tambem e conhecida devido ao pareamento espe- 
cifico de bases. Os dois filamentos de uma dupla helice de 
DNA portanto sao ditos complementares. Esta propriedade, 
a complementariedade dos dois filamentos da dupla helice, 
torna o DNA adequado para estocar e transmitir informagdo 
genetica de geragao a geragao (Cap. 10). 

Os pares de bases no DNA sao empilhados distando cerca 
de 0,34 nm, com 10 pares de bases por giro (360°) da dupla 
helice (Fig. 9.10). As estmturas de acucar-fosfato dos dois 
filamentos complementares sao antiparalelas (Fig. 9.11). 
Unidirecionalmente ao longo da dupla helice de DNA, as 
ligagdes fosfodiester em um filamento vao do carbono 3' de 
um nucleotideo para o carbono 5' do nucleotideo adjacente, 
enquanto aquelas presentes no filamento complementar vao 
do carbono 5' para um carbono 3'. Essa “polaridade oposta” 
dos filamentos complementares de uma dupla helice de 
DNA tem um papel importante em replicagao, transcrigao 
e recombinagao do DNA. 

A estabilidade da dupla helice de DNA resulta em parte 
do maior numero de pontes de hidrogenio entre os pares de 
bases (muito embora cada ponte de hidrogenio em si seja 
fraca, mais fraca que uma ligagao covalente) e em parte de 
ligagoes hidrofobicas (ou forgas de empilhamento) entre pa¬ 
res de bases adjacentes (Quadro 9.2). Anatureza do empilha¬ 
mento de pares de bases e mais bem ilustrada com um dia- 
grama compacto da estrutura do DNA (Fig. 9.12). Os lados 
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QUADRO 9.2 


Ligaqoes Quimicas Importantes na Estrurtura do DNA 


(a) Ligacoes covalentes 

Fortes ligacoes quimicas formadas por compartilhamento 
de eletrons entre atomos. 

(1) Em bases e acucares 


;c-c^ 

C-N 
C-H 
C-0 
0—H 
N—H 


eletrons compartilhados 


(2) Em ligacoes fosfodiester 



3'C de 

-2'-de$oxirribose 


(b) Pontes de hidrogenio 

Uma ligacao fraca entre urn atomo eletronegativo e urn 
atomo de hidrogenio (eletropositivo) que esta covalentemente 
ligado a urn segundo atomo eletronegativo. 

6 * b~ 

n—[h.VAaaVpJ— 


(c) ligacoes " hidrofobicas 

A associacao de grupos nao polares uns com os outros 
quando presentes em solucoes aquosas devido a sua 
insolubilidade em agua. 


6 + 6“ I 

H—0 H 


5 ' 6 

0—H 


6 * 6 
0—H 


Moleculas de agua sao muito polares 
(6~ 0 e 6 + H). Compostos que sao 
similarmente polares sao muito soluveis 
em agua (“hidrofilicos”). Compostos que 
sao nao polares (sem grupos carregados) 
sao muito insoluveis em agua 
(“hidrofobicos”). 


Os pares de bases empilhados fornecem urn cerne hidrofobico. 






I 


3 


5 


Cerne hidrofobico 



Fig. 9.10 ■ Diagrama da estrutura de dupla helice do DNA. 


planares dos pares de bases sao relativamente nao polares 
e portanto tendem a ser hidrofobicos (insoluveis em agua). 
Em razao dessa insolubilidade em agua, o cerne hidrofobico 
de pares de bases empilhados contribui com consideravel 
estabilidade para as moleculas de DNA presentes nos pro¬ 
toplasmas aquosos de celulas vivas. O desenho compacto 
tambem mostra que os dois sulcos de uma dupla helice de 
DNA nao sao identicos; um, o sulco maior, e muito mais 
largo que o outro, o sulco menor. A diferenga entre o sulco 
maior e o sulco menor e importante quando se examinam as 
interacoes do DNA com proteinas que regulam a expressao 
genica. Algumas proteinas ligam-se ao sulco maior; outras 
ligam-se ao sulco menor. 

Estrutura do DNA: Formas Alternatives da 
Dupla Helice 

A estrutura da dupla helice de Watson-Crick descrita e 
chamada DNA B. O DNA B e a conformagao adotada pelo 
DNA sob condi 9 oes fisiologicas (em solucoes aquosas con- 
tendo baixas concentracbes de sais). A maioria das moleculas 
de DNA presentes nos protoplasmas aquosos de celulas vi¬ 
vas existe na conformagao B. Entretanto, o DNA nao e uma 
molecula estatica invariante. Pelo contrario, as moleculas de 
DNA exibem consideravel flexibilidade conformacional. 

As estruturas das moleculas de DNA alteram-se em fun- 
^ao de seu ambiente. A conformacao exata de determinada 
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Polaridade oposta dos dois filamentos Pontes de hidrogenio em pares de bases A-T e G-C 




H 

Acucar 


Timina 


Acucar" 


Citosina 


Guanina 




Acucar 


N 




/ C ^V C 


Acucar 


Adenina 


Fig. 9.11 ■ Diagrama de uma 
dupla helice de DNA, ilustrando a 
polaridade quimica oposta (veja 
Fig. 9.7) dos dois filamentos e as 
pontes de hidrogenio entre timina 
(T) e adenina (A) e entre citosina 
(C) e guanina (G). O pareamento de 
bases no DNA, T com A e C com 
G, e governado pelas pontes de 
hidrogenio entre as bases. 

S = aqucar 2-desoxirribose; 

P = grupo fosfato. 


Cerne de pares de bases empilhadas 


3‘ 



Arcabouco 

acucar- 

fosfato 


Sulco 

menor 


Pares 
de bases 
empilhadas 


Sulco 

maior 


5' 3' 


O = Hidrogenio ^ = Oxigenio = Carbono 


Q = Carbono e nitrogenio Q = Fosforo 
em pares de bases 


Fig. 9.12 ■ Diagrama compacto de uma dupla helice de DNA. 


molecula de DNA ou segmento de uma molecula de DNA 
ira depender da natureza da molecula com a qual interage. 
De fa to, o DNA B parece ter uma media de 10,4 pares de 
nucleotideos por giro, e nao exatamente 10 como mostrado 
na Fig. 9.10. Em altas concentrates de sais ou em estado 
parcialmente desidratado, o DNAexiste como DNA A, que e 
uma helice com giro para a direita como o DNA B, mas com 
11 pares de nucleotideos por giro (Quadro 9.3). O DNA A e 
uma dupla helice mais espessa e mais curta com diametro de 
2,3 nm. As moleculas de DNA quase que certamente nunca 
existem como DNA A in vivo . Entretanto, a conformacao 
DNA A e importante porque heteroduplices DNA-RNA 
(helices duplas contendo um filamento de DNA fazendo pa¬ 
res de bases com um filamento complementar de RNA) ou 
duplices RNA-RNA existem em uma estrutura muito simi¬ 
lar in vivo. 

Foi demonstrado que existem algumas seqiiencias de 
DNA com giro para a esquerda, uma forma de dupla helice 


QUADRO 9.3 


Formas Alternativas de DNA 

Forma 
da Helice 

Diregao da 
Helice 

Pares de Bases 
por Giro 

Diametro 
da Helice 

A 

Giro para a direita 

11 

2,3 nm 

B 

Giro para a direita 

10 

1,9 nm 

Z 

Giro para a esquerda 

12 

1,8 nm 
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IS UM ^ARCO NA QENETICA: A Dupla Helice 


Os primeiros geneticistas disseram-nos onde estao os genes, nos 
cromossomos, que eles controlam os fenotipos e que eles podem 
passar por mutaqoes para formas diferentes, mas nao puderam 
dizer-nos de que sao feitos os genes. Os primeiros insights sobre a 
natureza quimica dos genes surgiram na metade do seculo vinte. 
Em 1944. Avery, MacLeod e McCarty mostraram que o DNA e res- 
ponsavel por transformaqao em S. pneumoniae e, em 1952, Her- 
shey e Chase demonstraram que a informaqao genetica do fago 
T2 esta presente no DNA. Assim, os genes parecem ser feitos de 
DNA. Entretanto, ninguem conhecia a estrutura do DNA ou como 
o DNA podia estocar e transmitir informaqao genetica. 

Em 25 de abril de 1953, James Watson e Francis Crick esclarece- 
ram tudo quando publicaram um trabalho descrevendo a estrutura 
da dupla helice de DNA (Fig. 1) no periodico ingles Nature \ Essa 
publicaqao resumida, pouco mais de uma pagina, mudou a biologia 
para sempre. Nenhuma outra publicaqao teve um impacto compa- 
ravel nas ciencias biologicas. A descoberta de Watson e Crick sobre 
a dupla helice foi o comedo de uma revoluqao na biologia molecu¬ 
lar, a revoluqao que hoje nos deu as sequencias de genomas inteiros, 
incluindo dois rascunhos da sequencia do genoma humano. 

O que ha de tao marcante sobre a dupla helice de Watson e 
Crick? A complementariedade dos dois filamentos - adenina em um 
filamento faz pontes de hidrogenio com timina no outro filamento 
e guanina em um filamento faz pontes de hidrogenio com citosina 
no outro filamento - sugeriu claramente um mecanismo pelo qual 
o material genetico podia ser duplicado e transferido de celulas pa- 
rentais para celulas filhas. Em sua publicaqao, Watson e Crick fize- 
ram uma menqao a esta perspectiva: “Nao deixamos de notar que o 
pareamento especifico que postulamos sugere imediatamente um 
possivel mecanismo de copia para o material genetico.” 2 Cinco se- 
manas depois, eles apresentaram seu mecanismo para a replicaqao 
do DNA em outro trabalho na Nature 3 , e em 1958 seu mecanismo de 
“molde” de replicaqao do DNA foi demonstrado como correto por 
Matthew Meselson e Franklin Stahl (veja Cap. 10). 

Entretanto, o significado da descoberta de Watson e Crick nao 
foi universalmente reconhecido naquela epoca. Alguns geneticis¬ 
tas pensaram que o DNA era quimicamente muito simples para 
explicar toda a diversidade fenotipica evidente no mundo. Eles 
questionaram que as protefnas, quimicamente mais complexas, 
tinham um melhor ajuste a variabilidade fenotipica observada. De 
fato, em 1955 (dois anos apos a publicaqao do trabalho de Watson 
e Crick), Richard Goldschmidt, professor emerito da University of 
California, Berkeley, e um dos geneticistas lideres dessa geraqao, 
escreveu em apoio a ideia de que os genes sao feitos de proteinas 
em seu livro Theoretical Genetics : 

Vatson, J. D., e F. H. C. Crick 1953. Molecular structure of nucleic acids. A struc¬ 
ture for deoxyribonucleic acid. Nature 171:737-738. 

2 lbid. 

3 Watson, J. D., e F. H. C Crick. 1953. Genetical implications of the structure of 
deoxyribonucleic acid. Nature 171: 964-967. 


Fig. 1 ■ O diagrams da estrutura do DNA na 
publicaqao de Watson e Crick que ganhou o 
Premio Nobel. A legenda original diz: “Esta figura e 
puramente diagramatica. As duas fitas representam 
as duas cadeias fosfato-a^ucar e os bastoes 
horizontais os pares de bases unindo as cadeias. A 
linha vertical marca o eixo da fibra.” 

Minha conclusao a partir dos fatos disponiveis hoje e de que 
a proteina do cromonema e o proprio material genetico, mas 
requer moleculas ligadas de DNA'para sua replicacjao. 

E Goldschmidt nao foi a unica pessoa cetica quanto ao significado 
da dupla helice. Em um suplemento especial da Nature publicado 
no jubileu do aniversario da publicaqao de Watson e Crick, Robert 
Olby, autor de The Path to the Double Helix 5 , escreveu: 

As descobertas anteriores em geral sao engrandecidas em re- 
trospectos, especialmente em celebrates de jubileu, e a du¬ 
pla helice nao e uma exceqao. O registro historico revela uma 
resposta muda pela comunidade cientffica a proposiqa° desta 
estrutura em 1953. De fato, so quando surgiram os destaques de 
um mecanismo para envolvimento do DNA na sintese de pro¬ 
teinas que a comunidade bioquimica comeqou a ter um serio 
interesse por esta estrutura 6 

Entretanto, em 1962, quando Watson, Crick e Maurice Wilkins di- 
vidiram o Premio Nobel de Fisiologia ou Medicina, todos reconhe- 
ceram que a dupla helice do DNA era perfeitamente adequada 
para estocar e transmitir informaqao genetica. 

Por que Wilkins compartilhou o Premio Nobel com Watson e 
Crick? Wilkins, Herbert Wilson e Alec Stokes do Kings College em 
Londres forneceram importantes dados de difrac^ao de raios X que 
ajudaram Watson e Crick a desenvolver a estrutura da dupla helice 
do DNA. Sua publicaqao 7 foi um dos dois estudos de raios X sobre 
DNA publicados juntos com o trabalho de Watson e Crick no nu- 

4 Goldschmidt, R. B. 1955. Theoretical Genetics. University of California Press, 
Berkeley, p. 57. 

5 Olby, R. C. 1974. The Path to the Double Helix. The Discovery of DNA. Mac¬ 
millan Press, London. 

6 Olby, R. C. 1974. Quiet debut for the double helix, p. 402. Em The Double Helix 
- 50 years. Nature 421: 402-405. 

7 Wilkins, M. H. F., A. R. Stokes e H. R. Wilson. 1953. Molecular structure of deo- 
xypentose nucleic acids. Nature 171:738-740. 
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13 UM MARCO NA (jENEIICA (continual) 


, 2 ■ Os quatro principals participates, Francis Crick Maurice Wilkins, James Watson e Rosahnd Franklin (se 
’esquerda), na descoberta da estrutura da dupla hetice de DNA. 


r-aro de 25 de abril da Nature. A outra publicaqao 8 foi de Rosalind 
Franklin e Raymond Gosling, tambem do King’s College. Fran in.era 
~a iovem em ascensao no campo da cristalografia de raios X. 
fatal de raios X dos cristais de DNA eram as melhores dispomveis 
na e30ca . Elas evidenciaram a estrutura helicoidal do DNA e ajuda- 
-a— a determinar o espacamento entre pares de bases. 

f Frarik in R . E. e R. G. Gosling. 1953. Molecular configuration in sodium thymo- 
nodeate. Nature 171:740-741. 


O relato autobiografico de Watson sobre a descoberta 
da dupla helice 9 foi um pouco desconsiderante de Franklim 
Entretanto, algumas pessoas sugeriram que Franklin este 
perto de decifrar a estrutura do DNA. Seu estudante Aaron 

Klug disse: 

’Watson, j. D. 1968. The Double Helix: A Personal Account of the Discovery of 
the Structure of DNA. Atheneum, New York. 
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Em seu livro, Watson escreveu que a “aceitagao instantanea” 
por Franklin do modelo de Watson-Crick no comedo causou- 
Ihe admiragao. Mas ele disse que apos uma reflexao nao foi tao 
surpreendente para ele. Nao e surpreendente quando se estu- 
dam as publicagoes e anotagoes dela e se percebe o quanto 
ela progrediu em seu trabalho, embora de modo desconecto 
em epocas diferentes, sobre varias caracteristicas da estrutura 
contida na solugao correta. 10 

Infelizmente, Franklin morreu de cancer de ovario em 1958 aos 37 
anos de idade, e uma das regras de Alfred Nobel ao estabelecer os 
premios Nobel foi que ele nao poderia ser dado postumamente. 
Assim, Franklin nao era elegivel para ser premiada em 1962, muito 
embora suas contributes para a dupla helice de Watson e Crick 
tivessem sido iguais as de Wilkins. Entretanto, o trabalho de todos 
os quatro cientistas, Watson, Crick, Wilkins e Franklin (Fig. 2), con- 
tribuiu para a elucidagao da estrutura do DNA. 

QUESTOES PARA DISCUSSOES 

1, O fato de que Rosalind Franklin nao dividiu o Premio Nobel 
com Watson, Crick e Wilkins as vezes e chamado de injustiga. 
Algumas feministas consideram sua omissao o resultado de 
uma tendenciosidade contra mulheres cientistas em uma disci- 
plina dominada por homens. Claramente, havia poucas mulhe¬ 
res biofisicas nos anos 1950, e sem duvida havia alguma verdade 

10 Klug. A. 1968. Rosalind Franklin and the discovery of the structure of DNA. p. 
844 em Nature 219: 808-810. 843-844. 


nesta afirmagao. Os fatos criticos sao que Franklin morreu em 
1958, muito cedo em sua carreira curta mas notavel, e qua¬ 
tro anos antes que Watson, Crick e Wilkins tivessem recebido 
o Premio Nobel, e as regras que controlam o Nobel excluem 
premiagdes postumas. Portanto, Franklin nao era elegivel para 
dividir o Premio Nobel dado pela estrutura da dupla helice de 
DNA. O que voce acha que o comite de selegao do Nobel teria 
feito se ela ainda estivesse viva em 1962? 

2 . Watson e Crick basearam-se muito nos padroes de difragao 
de raios X nao publicados de Wilkins, Stokes e Wilson e de 
Franklin e Gosling para desenvolver a estrutura da dupla helice 
do DNA.'Wilkins mostrou a Watson a foto mais informativa 
produzida por Franklin e Gosling cerca de tres meses antes que 
seus trabalhos fossem publicados. Urn mes depois, Max Pe- 
rutz mostrou a Watson e Crick sua copia do relato do Medical 
Research Council sobre pesquisas em andamento, incluindo o 
de Wilkins, Franklin e colaboradores. A descoberta da dupla 
helice, portanto, documenta os efeitos positivos de comparti- 
Ihar uma informagao para o progresso cientifico. Entretanto, a 
livre troca de informagdes tambem dificulta atribuir o credito 
apropriado aos contribuintes. Assim, as sociedades modernas 
tern direitos autorais, marca registrada e leis de patentes que 
protegem a propriedade intelectual de uma pessoa ou gru- 
pos intelectuais. Quais sao os pros e contras da livre troca de 
dados e ideias? Quais as vantagens e desvantagens de direito 
autoral, marca registrada e leis de patentes? Qual o equilibrio 
apropriado entre a livre troca de informagoes e ideias e a pro- 
tegao da propriedade intelectual de um individuo? 


chamada DNA Z (Z para ziguezague dos arcabougos agucar- 
fosfato da estrutura). O DNA Z foi descoberto por analise 
de difragao de raios X de cristais formados por oligomeros 
de DNA contendo pares de bases G-C e C-G alternantes. 
O DNA Z ocorre em helices duplas que sao ricas em G-C 
e content purinas e pirimidinas alternantes. Alem de sua es¬ 
trutura unica helicoidal com giro para a esquerda, o DNA 
Z (Quadro 9.3) difere das conformagoes A e B por ter 12 
pares de bases por giro, diametro de 1,8 nm e um unico sulco 
profundo. A fungao do DNA Z em celulas vivas ainda nao 
esta clara. 

Estrutura do DNA: Super-helices Negativas In Vivo 

lodas as moleculas funcionais de DNA presentes em celulas 
vivas apresentam um outro nfvel muito importante de orga- 
nizagao - elas sao super-helices. As super-helices sao intro- 
duzidas em uma molecula de DNA quando um filamento ou 
ambos sao cortados e quando os filamentos complementares 
de uma ponta sao girados ou torcidos ao redor um do outro 


com a outra ponta fixa no espago, e portanto nao podendo 
girar. Essa super-helice faz com que a molecula de DNA 
colapse em uma estrutura muito helicoidizada similar a um 
fio de telefone ou elastico torcido (Fig. 9.13, parte inferior 
direita). As super-helices sao introduzidas e removidas de 
moleculas de DNA por enzimas que tern papeis essenciais na 
replicagao do DNA (Cap. 10) e em outros processos. 

A super-helice so ocorre em moleculas de DNA com pon- 
tas fixas, pontas que nao estao livres para girar. Obviamente, 
as pontas das moleculas de DNA circular (Fig. 9.13) presen¬ 
tes na maioria dos cromossomos procarioticos e em organe- 
las de cromossomos eucarioticos tais como mitocondrias sao 
fixas. As grandes moleculas lineares de DNA presentes em 
cromossomos eucarioticos tambem sao fixadas por sua liga- 
gao em intervalos e as pontas de componentes nao-DNx\ de 
cromossomos. Tais ligagoes permitem que enzimas introdu- 
zam super-helices em moleculas lineares de DNA presentes 
em cromossomos eucarioticos, do modo como sao incorpo- 
radas as moleculas circulares de DNA presentes na maioria 
dos cromossomos procarioticos. 
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Fig. 9.13 ■ Comparacao entre as estruturas do DNA relaxado e super- 
helicoidizado negativamente. A estrutura relaxada e o B-DNA com 
10,4 pares de bases por giro da helice. A estrutura super-helicoidizada 
negativamente resulta quando o B-DNA e subelicoidizado, com menos 
de uma volta da helice a cada 10,4 pares de bases. 

Podemos talvez visualizar a super-helice mais facilmente 
considerando uma molecula circular de DNA. Se cortarmos 
um filamento de uma dupla helice circular de DNA covalen- 
temente fechada e girarmos uma ponta do filamento cortado 
em um giro completo (360°) ao redor do filamento comple- 
mentar enquanto seguramos a outra ponta fixada, induzire- 
mos uma super-helice na molecula (Fig. 9.14). Se girarmos a 
ponta livre na mesma diregao em que a dupla helice de DNA 
e enrolada (giro para a direita), sera produzida uma super- 
helice positiva (DNA super-helicoidizado). Se girarmos a 
ponta livre no sentido oposto (para a esquerda), ocorrera 
uma super-helice negativa (sub-helicoidizada). Embora este 
seja o modo mais simples de definir super-helicoidizagao no 
DNA, nao e o mecanismo pelo qual super-helices sao pro- 
duzidas no DNA in vivo. Este mecanismo e discutido no 
Cap. 10. 

As moleculas de DNA de quase todos os organismos, 
desde os menores virus ate os maiores eucariontes, exibern 
super-helicoidizado negativa in vivo, e muitas das Itmcoes 
biologicas dos cromossomos podem ser feitas apenas quando 


as moleculas de DNA participantes estao negativamente su- 
per-helicoidizadas. (O DNA de alguns virus que infectam 
Archaea e positivamente super-helicoidizado.) Evidencias 
consideraveis indicam que super-helicoidizagao negativa 
esta envolvida em replicagao (Cap. 10), recombinagao, ex- 
pressao genica e regulagao da expressao genica. Quantidades 
similares de super-helicoidizado negativa existem nas mo¬ 
leculas de DNA presentes em cromossomos bacterianos e 
cromossomos eucarioticos. 

mm P0NT0SIMP0RTANTES 

■ O DNA geralmente existe como uma dupla helice, sendo os 
dois filamentos mantidos juntos por pontes de hidrogenio en¬ 
tre bases complementares: adenina pareada com timina e gua- 
nina pareada com citosina. 

■ A complementariedade dos dois filamentos de uma dupla 
helice torna o DNA adequado de modo unico para estocar e 
transmitir informaqao genetica. 

■ Os dois filamentos de uma dupla helice de DNA tern polari- 
dade quimica oposta. 

■ O RNA geralmente existe como uma molecula unifilamentar 
contendo uracila em vez de timina. 

■ As moleculas funcionais de DNA nas celulas sao negativamente 
super-helicoidizadas. 


ESTRUTURA CROMOSSOMICA EM 
PROCARIONTES E VIRUS 

As moleculas de DNA de procariontes e virus sao 
organizadas em dominios de super-helice negativa. 

Grande parte da informac^ao sobre a estrutura do DNA 
veio de estudos em procariontes, primariamente porque eles 
sao menos complexos, tanto genetica quanto bioquimica- 
mente, que eucariontes. Os procariontes sao monoploides 
(mono = um); eles tern apenas um conjunto de genes (uma 
copia do genoma). (“Monoploide” nao deve ser confundido 
com “haploide”, que se refere especificamente ao numero 
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DNA fechado covalentemente, 
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Fig. 9.14 ■ Uma definiqao visual do 
DNA super-helicoidizado negativamente. 
Embora a estrutura das super-helices do 
DNA seja mais claramente ilustrada pelo 
mecanismo mostrado aqui, as super¬ 
helices de DNA sao produzidas por um 
mecanismo diferente in vivo (veja Cap. 10). 
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reduzido de cromossomos em gametas.) Na maioria dos vi¬ 
rus e procariontes, o conjunto unico de genes e estocado 
em um so cromossomo, que por sua vez contem uma iinica 
molecula de acido nucleico (seja RNA ou DNA). 

Os menores virus com RNA conhecidos tern apenas tres 
genes, e as seqiiencias completas de nucleotideos dos geno- 
mas de muitos virus sao conhecidas. Por exemplo, a unica 
molecula de RNA no genoma do bacteriofago MS2 consiste 
em 3.569 nucleotideos e contem 4 genes. Os menores virus 
com DNA conhecidos tern apenas 9 a 11 genes. Novamente, 
as seqiiencias completas de nucleotideos sao conhecidas em 
varios casos. Por exemplo, o genoma do bacteriofago <|)X174 
e uma unica molecula de DNA com 5.386 nucleotideos de 
tamanho que contem 11 genes. Os maiores virus com DNA, 
como o bacteriofago T2 e os virus pox de animais, contem 
cerca de 150 genes. Bacterias como E. coli tern 2.500 a 3.500 
genes, a maioria dos quais estao presentes em uma unica 
molecula de DNA. 

No passado, os cromossomos procarioticos eram geral- 
mente caracterizados como “moleculas nuas de DNA”, em 
contraste com cromossomos eucarioticos com suas proteinas 
associadas e morfologia complexa. Esta concepgao errada re- 
sultou em parte porque (1) a maioria das fotos publicadas de 
“cromossomos” procarioticos eram micrografias eletronicas 
de moleculas isoladas de DNA nao metabolicamente ativas 
ou cromossomos funcionais e (2) a maioria das fotos publi¬ 
cadas de cromossomos eucarioticos eram de cromossomos 
meioticos ou mitoticos altamente condensados, novamente 
estados cromossomicos metabolicamente inativos. Cromos¬ 
somos procarioticos funcionais, ou nucleoides (nucleoides, e 
nao micleos, porque nao sao delimitados por membrana nu¬ 
clear), hoje comprovadamente tern pouca semelhanga com 
as moleculas de DNA isoladas de virus e bacterias vistas em 
micrografias eletronicas, como os cromossomos interfasi- 


cos metabolicamente ativos de eucariontes tern pouca seme¬ 
lhanga morfologica com cromossomos metafasicos mitoticos 
ou meioticos. 

O tamanho da molecula de DNA circular presente no 
cromossomo da bacteria Escherichia coli e de cerca de 1.500 
pm. Como uma E. coli tern um diametro de apenas 1 a 2 
pm, a grande molecula de DNA presente em cada bacte¬ 
ria deve existir em uma configuragao altamente condensada 
(dobrada ou helicoidizada). Quando os cromossomos de E. 
coli sao isolados por procedimentos suaves na ausencia de 
detergentes ionicos (comumente usados para lisar celulas) 
e sao mantidos na presenga de alta concentragao de cations 
tais como poliaminas (pequenas proteinas basicas ou positi- 
vamente carregadas) ou sal 1 M para neutralizar a carga ne- 
gativa de grupos fosfato do DNA, os cromossomos perma- 
necem em um estado altamente condensado comparavel em 
tamanho ao nucleoide in vivo. Esta estrutura, chamada ge¬ 
noma compactado, e o estado funcional de um cromossomo 
bacteriano. Embora menores, os cromossomos funcionais 
intracelulares de virus bacterianos sao muito similares aos 
genomas compactados de bacterias. 

Dentro do genoma compactado, a grande molecula de 
DNA em um cromossomo de E. coli e organizada em 50 a 
100 dominios ou algas, cada um dos quais e super-helicoi- 
dizado negativamente de modo independente (Fig. 9.15). 
RNA e proteinas sao ambos componentes do genoma com¬ 
pactado, que podem ser parcialmente relaxados por trata- 
mento com desoxirribonuclease (DNase) ou ribonuclease 
(RNase). Como cada dominio do cromossomo e indepen- 
dentemente super-helicoidizado, a introdugao de “cortes” 
unifilamentares no DNA por tratamento dos cromossomos 
com uma DNase que corta o DNA em sitios internos ira re- 
laxar o DNA apenas nos dominios cortados, e todas as algas 
nao cortadas permanecerao super-helicoidizadas. A destrui- 
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Fig. 9.15 ■ Diagrama da 
estrutura do estado funcional 
do cromossomo de E coli. 
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gao dos conectores de RNA pela RNase descompactara o 
genoma compactado parcialmente eliminando a organizagao 
da molecula de DNA em 50 a 100 algas. Entretanto, o tra- 
tamento com RNase nao afetara a super-helicoidizagao dos 
dominios do cromossomo. 

mm P0NT0S1MP0RTANTES 

® As moleculas de DNA nos cromossomos procarioticos e virais 
sao organizadas em dominios de super-helice negativa. 

M Os cromossomos bacterianos contem moleculas circulares de 
DNA segregado em cerca de 50 dominios. 


ESTRUTURA CROMOSSOMICA 
EM EUCARIONTES 

Cromossomos eucsrioticos contem moleculas enormes 
de DNA que estao altamente condensadas durante 
mitose e meiose. Os centromeros e telomeros dos 
cromossomos eucarioticos tern estruturas unicas. 

Os genomas eucarioticos contem niveis de complexi- 
dade que nao sao encontrados em procariontes. Em con- 
traste com procariontes, a maioria dos eucariontes sao di- 
ploides, tendo dois conjuntos completos de genes, um de 
cada genitor. Como foi discutido no Cap. 6, algumas plantas 
com flores sao poliploides, isto e, possuem varias copias do 
genoma. Em bora eucariontes tenham apenas 2 a 15 vezes 
mais genes que a E. coli, eles tern ordens de grandeza maior 
que a do DNA (Fig. 9.16). AJem disso, grande parte desse 
DNA nao contem genes, pelo menos nao genes que codifi- 
cam protemas ou moleculas de RNA. 

Nao so a maioria dos eucariontes possui muitas vezes a 
quantidade de DNA encontrada nos procariontes, mas tam- 
bem esse DNA esta compactado em varios cromossomos, e 



Tamanho do genoma (pares de nucleotideos por celula) 

Fig. 9.16 ■ Aumento do tamanho do genoma em organismos 
com maior complexidade do desenvolvimento. 


cada cromossomo esta presente em duas (diploidesl tm 
(poliploides) copias. Lembre que o cromosson: de £ «<*' 
tem tamanho de 1.500 pm, ou cerca de 1,5 mm. rrniM.'.n 
agora que o compleinento cromossomico haploidt. cm ?e- 
noma, de um humano contem cerca de 1.000 mm cr DNAl 
( ou cerca de 2.000 mm por celula diploide). Alem di- esta 
medida de DNA e subdividida entre os 23 cromossomos die 
tamanhos e formas variadas, cada cromossomo contendo de 
15 a 85 mm de DNA. No passado, os geneticistas tinham 
pouca informafao sobre como esse DNA estava disposto nos 
cromossomos. Ha uma molecula de DNA por cromossomo 
como nos procariontes ou existem muitas? Se forem muitas, 
como as moleculas estao dispostas em relafao umas as outras? 
Como os 85 mm (85.000 pm) de DNA no maior cromossomo 
humano ficam condensados em uma estrutura metafasica mi- 
totica que tem cerca de 0,5 pm de diametro e 10 pm de tama- 
nhor Quais sao as estruturas dos cromossomos interfasicos 
metabolicamente ativosr Consideraremos as respostas a al¬ 
gumas destas perguntas nas segoes seguintes. 

Composi^ao Quimica de Cromossomos Eucarioticos 

Os cromossomos interfasicos geralmente nao sao visfveis ao 
microscopio optico. Entretanto, analise quimica, microsco- 
pia eletronica e estudos de difragao de raios X de cromatina 
isolada (o complexo do DNA, protemas cromossomicas e 
outros constituintes cromossomicos isolados dos nucleos) 
deram valiosas informagoes sobre a estrutura de cromosso¬ 
mos eucarioticos. 

Quando a cromatina e isolada de nucleos interfasicos, 
os cromossomos individuais nao sao reconheciveis. Em vez 
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Fig. 9.17 ■ Composigao quimica da cromatina em fungao do 
conteudo nuclear total. Os conteudos de DNA e histona da 
cromatina sao relativamente constantes, mas a quantidade de 
proteinas nao histonicas presentes depende do procedimento 
usado para isolar a cromatina (seta tracejada). 
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disso, observa-se aim agregado irregular de nucleoprotef- 
nas. A analise quimica de cromatina isolada mostra que ela 
consiste primariamente em DNA e protemas com menores 
quantidades de RNA (Fig. 9.17). As protemas sao de duas 
classes principais: (1) protemas basicas (de carga positiva em 
pH neutro) chamadas histonas e (2) um grupo heterogeneo 
de protemas acidas (carga negativa em pH neutro) coletiva- 
mente chamadas protemas cromossomicas nao-histonas. 

As histonas tern um importante papel estrutural na cro¬ 
matina. Elas estao presentes na cromatina de todos os eu- 
cariontes em quantidades equivalentes as quantidades de 
DNA. Esta relagao sugere que ocorre uma interagao entre 
histonas e DNA que e conservada em eucariontes. As histo¬ 
nas de todas as plantas e animais consistem em cinco classes 
de protemas. Esses cinco tipos principais de histonas, cha¬ 
madas HI, H2a, H2b, H3 e H4, estao presentes em quase 
todos os tipos de celulas. Existem algumas excegoes, mais 
notadamente alguns espermatozoides, em que as histonas 
sao substitufdas por outra classe de pequenas protemas basi¬ 
cas chamadas protaminas. 

Os cinco tipos de histonas estao presentes em proporgoes 
molares de aproximadamente 1 Hl:2 H2a:2 H2b:2 H3:2 H4. 
Quatro dos cinco tipos de histonas estao especificamente as- 
sociadas ao DNA para produzir as subunidades estruturais 
basicas de cromatina, pequenas contas elipsoides (aproxima¬ 
damente 11 nm de diametro por 6 nm de altura) chamadas 
nucleossomos. As histonas tern sido altamente conservadas 
durante a evolugao - quatro dos cinco tipos de histonas sao 
similares em todos os eucariontes. 

A maioria dos 20 aminoacidos nas protemas sao de carga 
neutra, isto e, nao tern carga em pH 7. Entretanto, algu¬ 
mas sao basicas e algumas sao acidas. As histonas sao basicas 
porque con tern 20 a 30% de arginina e lisina, dois aminoa¬ 
cidos que tern carga positiva (Fig. 9.18). Os grupos expostos 
-NHa + de arginina e lisina permitem que as histonas atuem 
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Fig. 9.18 m Estruturas dos aminoacidos arginina e lisina (em pH 7), 
que juntos correspondem a 20 a 30 por cento dos aminoacidos em 
histonas. 


como polications. Os grupos laterais de carga positiva nas 
histonas sao importantes em sua interagao com DNA, que e 
polianionico devido aos grupos fosfato de carga negativa. 

A notavel constancia das histonas H2a, H2b, H3 e FI4 em 
todos os tipos de celulas de um organismo e mesmo entre 
especies amplamente divergentes e consistente com a ideia 
de que sao importantes na estrutura da cromatina (acondi- 
cionamento do DNA) e estao apenas inespecificamente en- 
volvidas na regulagao da expressao genica. Entretanto, como 
sera discutido mais adiante, as modificacoes quimicas das 
histonas podem alterar a estrutura cromossomica, a qual, 
por sua vez, pode acentuar ou diminuir a expressao de genes 
situados na cromatina modificada. 

Em contraste, a fragao proteica nao histonica da croma¬ 
tina consiste em um grande numero de protemas hetero- 
geneas. Alem disso, a composigao da fragao de protemas 
cromossomicas nao histonicas varia amplamente entre dife- 
rentes tipos de celulas do mesmo organismo. Assim, as pro¬ 
temas cromossomicas nao histonicas provavelmente nao tern 
papeis centrais na compactagao do DNA nos cromossomos. 
Em vez disso, sao provaveis candidatas a papeis na regulagao 
da expressao de genes ou grupos de genes especificos. 

Uma Grande Molecula de DNA por Cromossomo 

Um cromossomo eucariotico tfpico contem de 1 a 20 cm 
(10 4 a 2 x 10' pm) de DNA. Durante a metafase da meiose e 
da mitose, esse DNA esta compactado em um cromossomo 
com um tamanho de apenas 1 a 10 Jim. Como todo esse 
DNA e condensado em cromossomos compactos que estao 
presentes durante a mitose e a meiose? Muitas moleculas 
de DNA correm em paralelo pelo cromossomo, o modelo 
“multifilamentar” ou multinemico, ou ha apenas uma dupla 
helice de DNA de uma ponta do cromossomo ate a outra, o 
modelo unifilamentar ou uninemico? (Note que “filamento” 
aqui se refere a dupla helice de DNA, e nao a cadeias poli- 
nucleotidicas individuais de DNA.) Evidencias considera- 
veis agora indicam que cada cromossomo contem uma unica 
molecula gigante de DNA que vai de uma ponta, atraves do 
centromero, ate a outra ponta do cromossomo. 

Algumas das evidencias mais fortes que apoiam o modelo 
uninemico da estrutura do cromossomo vieram de estudos 
de cromossomos plumosos (assim chamados porque se asse- 
melham as escovas usadas para limpar o vidro de lamparinas 
— em ingles, lampbrush) presentes durante a profase I da ovo- 
citogenese em muitos vertebrados, particularmente anfibios. 
Os cromossomos plumosos tern ate 800 pm de tamanho, e 
seu grande tamanho permitiu que citologistas fizessem estu¬ 
dos microscopicos da estrutura cromossomica que nao sao 
possiveis com cromossomos menores. Os cromossomos ho¬ 
mologos estao pareados, e cada um duplicou-se para produzir 
duas cromatides. Cada cromossomo plumoso contem uma 
regiao axial central, onde as duas cromatides estao altamente 
condensadas, e varios pares de algas laterais (Fig. 9.19). As 
algas sao regioes transcricionalmente ativas de cromatides 
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Fig. 9.19 ■ Micrografia de contraste de fase (a) e diagrama (b) de um par de cromossomos plumosos em urn ovocito de tritao, Triturus 
viridescens . As estruturas das regioes axial e de alga de duas cromatides de um unico cromossomo plumoso sao mostradas em (c). O 
elemento central de cada cromatide (tanto regioes axiais quanto algas laterais) e uma unica molecula de DNA. O material que circunda a 
molecula de DNA e o RNA nascente primario que e sintetizado no DNA distendido nas regioes de alga. 


unicas. A integridade tanto do eixo central quanto das algas 
laterais depende do DNA. O tratamento com DNase produz 
quebras tanto no eixo quanto nas algas. O tratamento com 
RNase ou proteases remove material circundante da ma- 
triz mas nao destroi a continuidade do eixo ou das algas. A 
microscopia eletronica dos cromossomos plumosos tratados 
com RNase e protease revela um filamento central de cerca 
de 2 nm de diametro nas algas laterais. Como cada alga e um 
segmento de uma cromatide e como o diametro de uma du- 
pla helice de DNA e de 1,9 nm, tais cromossomos plumosos 
devem ser estruturas uninemicas (Fig. 9.19). 

Como os cromossomos plumosos sao cromossomos da 
linhagem germinativa, sua estrutura e partdcularmente rele- 
vante para uma compreensao de fenomenos geneticos. Os 
cromossomos de celulas somaticas podem ter estruturas dife- 
rentes. Embora a maioria seja uninemica, sabe-se que alguns, 
tais como os cromossomos politenicos gigantes nas glandulas 
salivares de Drosophila (Cap. 6), sao estruturas multinemicas 
compostas de muitas moleculas identicas de DNA. 

A duvida sobre se os cromossomos uninemicos dos eu- 
cariontes contem uma unica molecula grande de DNA ou 


muitas moleculas pequenas ligadas de ponta a ponta tem-se 
mostrado dificil de ser esclarecida com rigorosas evidencias 
experimentais. Uma molecula de DNA de um centfmetro 
tern uma proporgao tamanho/diametro de 5 milhoes para 
1. Tal estrutura e extremamente sensivel a agitagao. Se tal 
molecula de DNA estiver em solugao em um tubo de en- 
saio, a menor vibragao ira quebrar a molecula em muitos 
fragmentos. Por este e outros motivos, estimativas precisas 
dos tamanhos de DNA eucarioticos nao podem ser obtidas 
com os procedimentos usados para analisar moleculas de 
DNA procarioticas. Entretanto, modificando tecnicas an¬ 
tigas e desenvolvendo algumas novas, cientistas obtiveram 
evidencias indicando que cada cromossomo eucariotico, nao 
importando o tamanho, contem uma molecula gigante de 
DNA em dupla helice. 

Alguns organismos eucarioticos inferiores, tais como o 
fungo Neurospora crassa e a levedura Saccharomyces cerevi- 
siae , tern cromossomos relativamente pequenos. Com estes 
organismos, foi usado um procedimento chamado eletro- 
forese em gel de campo pulsado para demonstrar que cada 
cromossomo contem uma unica molecula de DNA. A tec- 
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nica de eletroforese em gel e uma ferramenta poderosa para 
separar macromoleculas tais como protemas e acidos nuclei- 
cos com base em seii tamanho e carga (veja Cap. 15). Um gel 
semi-solido (geralmente poliacrilamida ou agarose) fornece 
uma matriz inerte com poros de determinado tamanho atra- 
ves dos quais as macromoleculas migram quando colocadas 
em um campo eletrico. Moleculas de carga positiva migram 
para o catodio (o eletrodo negativo) e moleculas de carga 
negativa movem-se para o anodio (o eletrodo positivo). Pro¬ 
temas podem ter carga positiva ou negativa, dependendo 
de sua composigao de aminoacidos. Acidos nucleicos tern 
carga negativa com um grupo fosfato por nucleotfdeo. As- 
sim, acidos nucleicos tern carga aproximadamente constante 
por unidade de massa, e todos migrariam na mesma veloci- 
dade na ausencia de crivo. Entretanto, os geis de poliacrila¬ 
mida tern poros relativamente pequenos e os geis de agarose 
tern poros um pouco maiores. Esses geis atuam como crivos 
moleculares, de tal inodo que moleculas pequenas migram 
mais rapido do que as moleculas maiores com a mesma carga 
por unidade de massa. Como resultado, a velocidade de mi- 
gragao de um acido nucleico durante eletroforese em gel e 
quase exclusivamente uma fungao de seu tamanho. As vezes, 
a conformagao e um fator; por exemplo, os DNA super-he- 
licoidizados migram mais rapido que moleculas relaxadas de 
mesmo tamanho. 

A eletroforese em gel de campo pulsado, que e usada para 
separar grandes moleculas de DNA, difere da eletroforese 
padrao em gel pois, em vez de um unico (unidimensional) 
e constante campo eletrico, dois campos eletricos separados 
por 90° sao aplicados atraves do gel de modo pulsado ou 
alternado. Na eletroforese padrao em gel, as moleculas de 
DNA passam pelo gel de modo ondulado. Na eletroforese 
em gel de campo pulsado, a aplicagao de campos eletricos in- 
termitentes e alternados requer que as moleculas se reorien- 
tem antes de continuar a migrar pelo gel. Moleculas maiores 
levam mais tempo para sofrer essa reorientagao e se movem 
mais lentamente. Como resultado, a eletroforese em gel de 
campo pulsado produz melhor separagao de moleculas de 
DNA muito grandes. Quando esta tecnica foi usada para 
separar moleculas intactas de DNA dos fungos A/, crass a e S. 
cerevisiae , os resultados mostraram que o numero de mole¬ 
culas de DNA de tamanhos diferentes era igual ao numero 
de cromossomos nao homologos nestas especies (Fig. 9.20). 

Infelizmente, as moleculas de DNA muito grandes pre- 
sentes nos cromossomos de eucariontes superiores, tais como 
Drosophila e humanos nao podem ser separadas mesmo em 
eletroforese em gel de campo pulsado. Pesquisadores usa- 
ram enfoques adicionais na tentativa de demonstrar que os 
cromossomos grandes de animals superiores e plantas con¬ 
tem cada um uma molecula de DNA. Auto-radiografia e vis- 
coelastometria sao dois enfoques que produziram resultados 
importantes. 

Auto-radiografia e um metodo para detecgao e localiza- 
gao de isotopos radioativos em preparagoes citologicas ou 
macromoleculas por exposigao a uma emulsao fotografica 
que e sensfvel a radiagao de baLxa energia. A emulsao contem 



Fig. 9.20 ■ Separagao das moleculas de DNA do tamanho do 
cromossomo da levedura Saccharomyces cerevisiae por eletroforese 
em gel de agarose. As moleculas grandes de DNA presentes em 
todos os 16 cromossomos da levedura podem ser resolvidas por este 
procedimento. 


cristais de prata que produzem pequenos pontos pretos, em 
geral chamados graos de prata, quando sao expostos a partf- 
culas carregadas emitidas durante o decaimento de isotopos 
radioativos. A auto-radiografia permite que um pesquisador 
prepare uma imagem da localizagao de radioatividade em 
macromoleculas, celulas ou tecidos, como uma fotografia 
nos permite fazer uma imagem do que vemos. A diferenga 
e que o filme usado para auto-radiografia e sensfvel a radio¬ 
atividade, enquanto o filme que usamos em uma camera e 
sensfvel a luz visfvel. A auto-radiografia e particularmente 
util no esuido do metabolismo do DNA, pois o DNA pode 
ser marcado especificamente por celulas cultivadas em H- 
timidina, um desoxirribonucleosfdeo de timina que contem 
um isotopo radioativo de hidrogenio (trftio). A timidina e 
incorporada quase que exclusivamente ao DNA. Ela nao esta 
presente em nenhum outro componente principal da celula. 

No infcio dos anos 1960, Ruth Kavenoff, Lynn Klotz e 
Bruno Zimm cultivaram celulas de drosofilas em um meio 
de cultura contendo H-timidina por 24 horas, lisaram as 
celulas suavemente para nao quebrar as moleculas de DNA 
cromossomico e cuidadosamente coletaram as moleculas de 
DNA em laminas de vidro revestidas com protemas. Eles 
entao cobriram as laminas com uma emulsao sensfvel a par- 
tfculas [5 (os eletrons de baixa energia emitidos durante o 
decaimento do trftio) e as guardaram no escuro por um pe- 
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Fig. 9.21 ■ Auto-radiografia de uma molecula de DNA com 1,2 cm de tamanho de Drosophila melanogaster. 


rfodo de tempo para permitir um decaimento suficiente de 
radioatividade. O maior desafio de Kavenoff e seus cola- 
boradores foi espalhar as moleculas sem emaranhados ou 
superposigoes nas laminas de modo que todo o tamanho de 
uma molecula fosse visfvel. Suas melhores auto-radiografias 
mostraram moleculas de DNA com tamanhos de ate 1,2 cm 
(Fie 9 21) As moleculas de DNA com este tamanho te- 
riam uma massa de cerca de 3 x 10 10 daltons (um dalton e 
a massa de um atomo de hidrogemo) e contenam cerca de 
dois tergos do DNA que se sabia estar presentes nos maiores 
cromossomos de D. melanogaster. Assim, estes resultados 
apoiaram o conceito das moleculas de DNA do tamanho do 
cromossomo em drosofilas. 

Kavenoff e colaboradores tambem usaram uma teemea 
chamada viscoelastometria, um procedimento para analisar 
a viscosidade de moleculas em solugao, para deternunar os 
tamanhos das moleculas de DNA nos maiores cromosso¬ 
mos de drosofilas. Os dados de viscoelastometria de Kave¬ 
noff e colaboradores indicam que as maiores moleculas de 
DNA em drosofilas tern uma massa de 4,1 x 10 daltons. 
Como foi demonstrado que o maior cromossomo de dro¬ 
sofilas content cerca de 4,3 x 10 10 daltons de DNA total, 
seja uma molecula ou varias) por analise bioquinuca dneta, 
a estimativa viscoelastometrica do tamanho das maiores mo¬ 
leculas de DNA nos nucleos de drosofilas correlaciona-se 
quase exatamente com a quantidade total de DNA presente 
no maior cromossomo. 

Este e outros resultados forneceram evidencias fortes, 
mas nao definitivas, de que cada cromossomo eucariotico 
content uma longa dupla helice de DNA que vai de uma 
ponta do cromossomo, atraves do centromero^ ate a outra 
ponta. Entretanto, como discutiremos na segao seguinte, 


essa grande molecula de DNA e altamente condensada (he 
licoidizada e compactada) dentro do cromossomo. 

Tres Niveis de Compactagao do DNA em 
Cromossomos Eucarioticos 

O maior cromossomo no genoma huntano content cerca de 
85 mm (85.000 pm, ou 8,5 x 10' nm) de DNA que se acre- 
dita existir como uma molecula gigante. Essa molecula de 
DNA de algum modo fica compactada em uma estrutura 
metafasica que tern cerca de 0,5 pm de diametro e cerca de 
10 pin de tamanho, uma condensagao de quase 10 vezes em 
tamanho desde a molecula nua de DNA ate o cromossomo 
metafasico. Como ocorre esta condensagao? Que compo- 
nentes dos cromossomos estao envolvidos nos processos de 
compactagao? Existe um esquema universal de compacta¬ 
gao? Existem niveis diferentes de compactagao? Claramente, 
cromossomos meioticos e mitoticos sao mais extensamente 
condensados que os cromossomos interfasicos. Que niveis 
adicionais de condensagao ocorrem nestas estruturas espe- 
ciais que sao destinadas a assegurar a segregagao mais apro- 
priada do material genetico durante as divisoes celulares? As 
seqiiencias de DNA dos genes que estao sendo expressas sao 
compactadas diferentemente das dos genes que nao estao 
sendo expressas? Vamos investigar algumas das evidencias 
que estabeleceram a existencia de tres niveis diferentes de 
compactagao do DNA ent cromossomos. 

Quando a cromatina isolada e examinada por micros- 
copia eletronica, vemos que ela consiste em uma serie de 
contas elipticas (cerca de 11 nm de diametro e 6 nm de 
altura) unidas por finos filamentos (Fig. 9.22). Mais evi- 
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Fig. 9.22 ■ Micrografia eletronica da 
cromatina de figado de rato mostrando 
a subestrutura contas em um colar dos 
nucleossomos. 


dencias de uma compactagao periodica regular do DNA 
vieram de estudos sobre a digestao da cromatina com va- 
rias nucleases. A digestao parcial da cromatina com tais 
nucleases produziu fragmentos de DNA em um conjunto 
de pequenos tamanhos que eram multiplos integrals do 
fragmento de menor tamanho. Estes resultados sao per- 
feitamente explicados se a cromatina tiver uma estrutura 
repetida, supostamente as contas vistas pela microscopia 
eletronica (Fig. 9.22), dentro das quais o DNA e compac- 
tado sob uma forma resistente a nuclease (Fig. 9.23). Essa 
“conta” ou subunidade de cromatina e chamada nucleos¬ 
somo. De acordo com o conceito atual de estrutura da cro¬ 
matina, os ligadores, ou filamentos de DNA entre contas, 
sao suscetiveis a ataque de nuclease. 



Fibras de cromatina distendidas 
durante preparacao para 
microscopia eletronica revelando 
DNA ligador entre cernes de 
y j nucleossomos 


O' 



DNA ligador, 
variando em 
tamanho de 8 a 
114 pares de 
nucleotideos 


Cerne de nucleossomo, 
146 pares de 
nucleotideos de DNA 
enrolados em If giro 
ao redor de octamero 
de histonas 


Fig. 9.23 ■ Diagrama da estrutura de cromatina do nucleossomo. 


Apos digestao parcial do DNA na cromatina com uma 
endonuclease (uma enzima que corta internamente o DNA), 
o DNA com aproximadamente 200 pares de nucleotideos 
de tamanho esta associado a cada nucleossomo (produzido 
por uma clivagem em cada regiao ligadora). Apos extensa 
digestao por nuclease, um segmento de DNA com 146 pa¬ 
res de nucleotideos de tamanho continua presente em cada 
nucleossomo. Esta estrutura resistente a nuclease e chamada 
cerne do nucleossomo. Sua estrutura, essencialmente bava¬ 
rian te em eucariontes, consiste em um DNA com 146 pares 
de nucleotideos de tamanho e duas moleculas cada das histo¬ 
nas, H2a, H2b, H3 e H4. As histonas protegem o segmento 
de DNA no cerne do nucleossomo de clivagem por endonu¬ 
cleases. Estudos fisicos (difragao de raios X e analises simi- 
lares) de cristais do cerne do nucleossomo mostram que o 
DNA e enrolado com 1 3 A giro de uma super-helice ao redor 
do exterior do octamero de histonas (Fig. 9.24 a). 

A estrutura do cerne do nucleossomo foi detenuinada 
com a resolugao de 0,28 nm por estudos de difragao de raios 
X. O mapa de alta resolugao resultante do cerne do nucleos¬ 
somo mostra a localizagao precisa de todas as oito moleculas 
de histona e os 146 pares de nucleotideos da super-helicoi- 
dizagao negativa do DNA (Fig. 9.24Z? e c). Alguns dos seg- 
mentos terminals das histonas passam sobre e entre os giros 
da super-helice de DNA para dar estabilidade ao nucleos¬ 
somo. As interagoes envolvendo varias moleculas de histonas 
e entre as histonas e o DNA sao vistas mais claramente nas 
estruturas de metade do cerne do nucleossomo (Fig. 9.24 d), 
que content apenas 73 pares de nucleotideos de DNA super- 
helicoidizado. 

A subunidade completa de cromatina consiste no cerne 
do nucleossomo, no DNA ligador e nas proteinas cromos- 
somicas nao histonicas associadas, todos estabilizados pela 
ligagao de uma molecula de histona HI com o exterior da 
estrutura (Fig. 9.24e). O tamanho do DNA ligador varia de 
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Octamero de histonas 
2 H2a + 2 H2b + 2 H3 + 2 H4 

Par de nucleotideos 146 


2 nm 


Par de nucleotideos 1 
11 nm -1 




(e) 


Fig. 9.24 H Diagramas da (a) estrutura geral 
do cerne do nucleossomo, a composicao 
macromolecular do cerne do nucleossomo vista 
por baixo ( b ) ou perpendicular (c) ao eixo da 
super-helice, ( d ) a estrutura macromolecular 
de meio nucleossomo, que mostra as posi^oes 
relativas da super-helice de DNA e as histonas mais 
claramente, e (e) a estrutura geral do nucleossomo 
completo estabilizado por uma molecula 
de histona HI. Em [b), (c) e (d), os filamentos 
complementares de DNA sao mostrados em 
marrom e verde e as histonas H2a, H2b, H3 e H4 
sao mostradas em amarelo, vermelho, azul e verde, 
respectivamente. 


especie para especie e de nm tipo de celula para outro. Liga- 
dores tao pequenos quanto oito pares de nucleotideos e tao 
grandes quanto 114 pares de nucleotideos ja foram relatados. 
Evidences sugerem que o nucleossomo completo (em opo- 
si?ao ao cerne do nucleossomo) exibe dois giros completes 
de super-helice de DNA (um tamanho de 166 pares de nu¬ 
cleotideos de DNA) na superficie do octamero de histonas e 
a estabilizagao desta estrutura pela ligagao de uma molecula 
de histona HI (Fig. 9.24e). 

O componente estruteral basico da cromatina eucariotica 
e o nucleossomo. Mas a estrutura de todos os nucleossomos 
e igualr Que papel(eis), se algum, a estrutura do nucleos¬ 
somo tem na expressao genica e na regulagao da expressao 
genica? Sabe-se que a estrutura dos nucleossomos nas re- 
gioes transcricionalmente ativas da cromatina difere da 
de nucleossomos em regioes transcricionalmente inativas. 
Quais sao os detalhes desta correlagao estrutura-fungao? 
As caudas de algumas moleculas de histona projetam-se do 
nucleossomo e estao acessiveis a enzimas que adicionam e 
removem grupos qulmicos tais como 


media (—CH 3 ) e grupos acedl (— C ). A adigao 

x ch 3 


destes grupos muda o nlvel de expressao dos genes acondi- 
cionados em nucleossomos contendo histonas modificadas 
(veja Cap. 21). 

Micrografias eletronicas de cromossomos metafasicos 
isolados exibem massas de fibras muito helicoidizadas ou 
dobradas (Fig. 9.25). Essas fibras de cromatina tent um dia- 
metro medio de 30 nm. Quando as estruturas vistas por mi- 
croscopia optica e eletronica durante os primeiros estagios 
da meiose sao comparadas, torna-se claro que a microscopia 
optica simplesmente permite ver tais regioes onde essas fi¬ 
bras de 30 nm sao bem acondicionadas ou condensadas. 

Qual a subestrutura da fibra de 30 nm vista em cromos¬ 
somos mitoticos e meioticos? Embora biologos nao tenham 
uma resposta definitiva a esta pergunta, eles sabem que o 
DNA esta enrolado como uma super-helice ao redor de um 
octamero de histonas para produzir o diametro de aproxima- 
damente 10 nm do nucleossomo. In vivo, os nucleossomos 
estao provavelmente em justaposigao direta um com o outro 
sent regioes ligadoras detectaveis. Assim, eles formarao uma 
fibra de nucleossomo de 10 nm (veja Fig. 9.23, em cima). 
Se essa fibra de 10 nm, por sua vez, esta enrolada em uma 
super-helice de ordem maior (um solenoide), pode ser ge- 
rada uma fibra de 30 nm. Embora os cientistas ainda nao 
compreendam todos os detalhes da estrutura desta fibra de 
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Fibra de cromatina — 
ou solenoide 
(aproximadamente 
30 nm de diametro) 


Fibra de nucleossomo 
(aproximadamente 
10 nm de diametro) 


30 nm 


DNA ligador 


k, k 


11 nm 


Histona HI 


Cerne de nucleossomo 

Octamero de histonas 


6 nm 
de altura 


Fig. 9.26 ■ Diagrama do modelo solenoide da fibra de cromatina 
de 30 nm. A histona HI parece estabilizar a fibra nucleossomica de 10 
nm e contribuir para a formagao da fibra de cromatina de 30 nm. 


Fig. 9.25 ■ Micrografia eletronica de um cromossomo metafasico 
humano mostrando a presenga de fibras de cromatina de 30 nm. A 
evidencia disponivel indica que cada cromatide contem uma fibra de 
30 nm altamente helicoidizada ou dobrada. 


Fibra de 
cromatina 
de 30 nm 


cromatina de 30 nm, existent boas evidencias de que ela re- 
presenta uma estrutura tipo solenoide tal como a mostrada 
na Fig. 9.26. 

Os cromossomos metafasicos sao os mais condensados 
dos cromossomos eucarioticos normais. Claramente, o pa- 
pel desses cromossomos altamente condensados e organizar 
e compactar as moleculas gigantes de DNA de cromosso¬ 
mos eucarioticos em estruturas que irao facilitar sua segre- 
gagao para os nucleos filhos sem que moleculas de DNA 
de cromossomos diferentes fiquem entrelagadas e, como re- 
sultado, sejarn rompidas durante a separagao anafasica dos 
cromossomos filhos. Como vimos na segao anterior, a uni- 
dade estrutural basica do cromossomo metafasico e a fibra 
de cromatina de 30 nm. Entretanto, de que modo tais fibras 
de 30 nm ficam mais condensadas na estrutura metafasica 
observada? Infelizmente, ainda nao existe uma resposta clara 
a esta pergunta. Existem evidencias de que a estrutura geral 
de cromossomos metafasicos nao e dependente de histonas. 
Micrografias eletronicas de cromossomos metafasicos isola- 
dos dos quais foram removidas as histonas revelam um ar- 
cabougo, ou cerne, que e circundado por um enorme halo 


de DNA (Fig. 9.27). Esse arcabougo cromossomico deve ser 
composto de protefnas cromossomicas nao histonicas. Note 
a ausencia de pontas aparentes de moleculas de DNA na 
micrografia mostrada na Fig. 9.27. Este achado novamente 
apoia o conceito de uma molecula gigante de DNA por cro¬ 
mossomo. 

Em resumo, sao necessarios pelo menos tres niveis de 
condensagao para acondicionar os 10 ' a 10 5 jim de DNA em 
um cromossomo eucariotico em uma estrutura metafasica 
com alguns microns de tamanho. 

1. O primeiro nivel de condensagao envolve compactar o 
DNA como uma super-helice negativa em nucleosso- 
mos, para produzir a fibra de cromatina interfasica de 10 
nm de diametro. Isto claramente envolve um octamero 
de moleculas de histona, duas de cada histona H2a, H2b, 
H3 e H4. 

2. O segundo nfvel de condensagao envolve um dobramento 
adicional ou super-helice da fibra de nucleossomo de 10 nm, 
para produzir a fibra de cromatina de 30 nm caracterfstica 
dos cromossomos mitoticos e meioticos. A histona HI esta 
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Arcabougo 




Fig. 9.27 ■ Micrografia eletronica de 
um cromossomo humano metafasico do 
qual foram removidas as histonas. Um 
acumulo enorme de DNA circunda um 
“arcabougo” central composto de proteinas 
cromossomicas nao histonicas. Note que 
o arcabougo tern mais ou menos a mesma 
forma do cromossomo metafasico antes de 
remogao das histonas. 


envolvida nesta super-helicoidizagao da fibra de 10 nm do 
nucleossomo para produzir a fibra de cromatina de 30 nm. 

3. Finalmente, as proteinas cromossomicas nao histonicas for- 
mam um arcabougo que esta envolvido na condensagao da 
fibra de cromatina de 30 nm nos cromossomos metafasicos 
muito compactados. Este terceiro nivel de condensagao 
parece envolver a separagao de segmentos das moleculas 
gigantes de DNA presentes em cromossomos eucarioticos 
em dommios super-helicoidizados independentemente, ou 
algas (Fig. 9.27). O mecanismo pelo qual ocorre este ter¬ 
ceiro nivel de condensagao nao e conhecido. 

Centromeres e Telomeres 

Como discutimos no Cap. 2, os dois cromossomos homolo¬ 
gos (cada um contendo duas cromatides irmas) de cada par 


cromossomico separam-se para polos opostos do fiiso mei- 
otdco durante a anafase I da meiose. Similarmente, durante a 
anafase II da meiose e a anafase da mitose, as cromatides irmas 
de cada cromossomo movem-se para polos opostos do fuso e 
se tornam cromossomos filhos. Esses movimentos anafasicos 
dependem da ligagao de microtiibulos a regioes especificas 
dos cromossomos, os centromeros. Como todos os centro¬ 
meres desempenham a mesma fungao basica, nao surpreende 
que os centromeros de cromossomos diferentes de urna espe- 
cie contenham componentes estruturais similares. 

O centromere de um cromossomo metafasico (Fig. 
9.28) em geral pode ser reconhecido como uma regiao de 
constrigao (veja Fig. 9.25) onde o cromossomo nao parece 
ter-se duplicado. De fa to, a produgao de dois centromeros 
funcionais a partir de um centromere parental e uma etapa 
fundamental na transigao da metafase para a anafase, e um 
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Fig. 9.28 ■ Modelo da estrutura do centromero em um 
cromossomo metafasico. As fibras do fuso, que se ligam a 
centromeros, sao responsaveis pela separagao de cromossomos 
homologos durante a anafase I da meiose e os cromossomos da 
prole (derivados de cromatides) durante a anafase 11 da meiose e a 
anafase da mitose (Cap. 1). 

centromero funcional deve estar presente em cada cromos¬ 
somo filho para evitar os efeitos deleterios de nao-disjuncao. 
Fragmentos cromossomicos acentricos geralmente sao per- 
didos durante divisoes mitoticas e meioticas. 

Os centromeros (regioes CEN) de todos os cromossomos 
da levedura do pao, S. cerevisiae , foram isolados e caracteriza- 
dos. As regioes CEN de cromossomos diferentes sao intercam- 
biaveis: a substituigao da regiao CEN de um cromossomo pela 
regiao CEN de outro cromossomo nao tern efeito detectavel 
na celula hospedeira ou na sua capacidade de sofrer uma divi- 
sao celular normal. Estudos moleculares mostraram que um 
centromero funcional de S. cerevisiae tern de 110a 120 pares 
de nucleotrdeos de tamanho e possui tres regioes essenciais 
(Fig. 9.29). As regioes I e III sao pequenas seqiiencias limi- 
tes conservadas, e a regiao II e um segmento central rico em 
A-T (>90% A-T) com cerca de 90 pares de nucleoddeos de 
tamanho. O tamanho e a natureza rica em A-T da regiao IT 
provavelmente sao mais importantes do que sua sequencia de 
nucleotfdeos, enquanto as regioes I e III contem seqiiencias 
especificas que servem como sitios de ligagao para protemas 
envolvidas na ligagao de fibras do fuso. 
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Os centromeros de eucariontes multicelulares sao muito 
maiores e mais complexos do que os da levedura do pao, 
mas sua estrutura real ainda e incerta. Os centromeros de 
plantas e animais superiores contem grandes quantidades de 
seqiiencias de DNA que sao repetidas muitas vezes, freqiien- 
temente em longas disposigoes em tandem. Outras sequen- 
cias de DNA sao geralmente encontradas inseridas nestas 
disposigoes em tandem. Cada centromero de cromossomos 
humanos, por exemplo, contem de 5.000 a 15.000 copias 
de uma sequencia de 171 pares de bases de tamanho cha- 
mada sequencia satelite alfa (as vezes alfoide ) (big. 2.30). 
(As seqiiencias satelites formam bandas ‘'satelites” durante 
a centrifugagao em gradiente de densidade. Veja Enfoque 
Tecnico: Tecnicas de Centrifugagao no Cap. 10.) Hunting- 
ton Willard e colaboradores mostraram que um segmento 
de 450.000 pares de bases do centromero do cromossomo 
X humano e suficiente para funcionamento do centromero. 
Esse segmento consiste principalmente em seqiiencias alfa 
satelites, mas contem sitios de ligagao de proteina centrome- 
rica (CENP) intercalados chamados boxes CENP-B. Am- 
bos os componentes sao essenciais para o funcionamento do 
centromero. 

Ha varias decadas, sabemos que os telomeros (dos termos 
gregos telos e meros, que significant “fim e parte ), ou ex- 
tremidades de cromossomos eucarioticos, tern propriedades 
unicas. Hermann J. Muller, que introduziu o termo telo- 
mero em 1938, demonstrou que os cromossomos de droso- 
filas sem pontas naturais, produzidas por quebras.cromos- 
somicas com raios X, nao eram transmitidos para a prole. 
Em um estudo classico de cromossomos de ntilho, Barbara 
McClintock (veja Enfoque Tecnico: Barbara McClintock, a 
Descobridora dos Elementos de Transposigao, no Cap. 18) 



Fig. 9.29 B Diagrama da estrutura conservada dos centromeros em 
Saccharomyces cerevisiae (em cima) e a sequencia da regiao CEN do 
cromossomo 3 desta especie (embaixo). 


Fig* 930 H A localizagao das sequencias de DNA alfa satelite 
(amarelas) nos centromeros de cromossomos humanos (vermelhos). 
Veja Enfoque Tecnico: Hibridizaqao In Situ. 
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demonstrou que novas pontas de cromossomos quebrados 
sao adesivas e tendem a se fundir umas com as outras. Em 
contraste, as pontas naturais de cromossomos normais (nao 
quebradas) sao estaveis e nao mostram tendencia em se fun¬ 
dir com outras pontas quebradas ou nativas. Os resultados 
de McClintock indicaram que telomeros devem ter estrutu¬ 
ras especiais diferentes das pontas produzidas por quebra de 
cromossomos. 

Outro motivo para postular que os telomeros tern estru- 
turas unicas e que os mecanismos conhecidos de replicagao 
de moleculas lineares de DNA nao permitem duplicagao de 
ambos os filamentos de DNAnas pontas das moleculas (Cap. 
10). Assim, os telomeros devem ter estruturas unicas que fa- 
cilitam sua replicagao, ou deve haver alguma enzima especial 
de replicagao que resolve este enigma. Qualquer que seja 
sua estrutura, os telomeros devem desempenhar pelo menos 
tres fungdes importantes. Eles devem (1) impedir que deso- 
xirribonucleases degradem as pontas das moleculas lineares 
de DNA, (2) evitar fusao das pontas com outras moleculas 
de DNA e (3) facilitar a replicagao das pontas das moleculas 
lineares de DNA sem perda de material. 

Os telomeros de cromossomos eucarioticos tern estru¬ 
turas unicas que incluem seqiiencias curtas de nucleotideos 
presentes em repetigoes em tandem. Embora as seqiiencias 
variem um pouco em diferentes especies, a unidade basica 
repetida tern o padrao 5 'Ti_4Ao_iGi_ 8-3' em quase todas as 
especies. Por exemplo, a seqiiencia repetida em humanos e 
outros vertebrados e TTAGGG, a do protozoario Tetrahy- 
mena thermophila e TTGGGG e a da planta Arabidopsis tha- 
liana e TTTAGGG. Na maioria das especies, as seqiiencias 
repetitivas adicionais de DNA estao presentes adjacentes a 
telomeros. Elas sao chamadas seqiiencias associadas a telo¬ 
meros. 

Em vertebrados, a repetigao TTAGGG e altamente con- 
servada; ela foi identificada em mais de 100 especies, in- 
cluindo mamiferos, aves, repteis, anfibios e peixes. Varias 
copias desta unidade basica repetida em telomeros variam 
de especie para especie, de cromossomo para cromossomo 
dentro de uma especie e ate mesmo no mesmo cromossomo 
em diferentes tipos celulares. Em celulas somaticas humanas 
normais (nao cancerosas), os telomeros geralmente contem 
de 500 a 3.000 repetigoes TTAGGG e gradualmente se en- 
curtam com a idade. Em contraste, os telomeros das celulas 
da linhagem germinativa e das celulas cancerosas nao se en- 
curtam com a idade (veja Tamanho do Telomero e Envelhe- 
cimento em Humanos, no Cap. 10). 

Os telomeros de algumas especies nao sao compostos de 
curtas repetigoes em tandem do tipo descrito. Em D. mela- 
nogaster , por exemplo, os telomeros sao compostos de duas 
seqiiencias especializadas de DNA que podem mover-se de 
um local do genoma para outros locais. Devido a sua mo- 
bilidade, tais seqiiencias sao chamadas elementos geneticos 
transponiveis (veja Cap. 18). 

A maioria dos telomeros terminam com uma regiao unifi- 
lamentar rica em G do filamento de DNA com a ponta 3 (a 
chamada protrusa 3'). Essas projegoes sao curtas (12 a 16 ba¬ 


ses) em ciliados tais como Tetrahymena , mas sao bem longas 
(125 a 275 bases) em humanos. As seqiiencias repetidas ricas 
em guanina de telomeros tern a capacidade de formar varias 
estruturas com pontes de hidrogenio distintas das produzi¬ 
das pelo pareamento de bases de Watson-Crick no DNA. 
Por exemplo, quatro residuos de guanina podem formar um 
“quarteto G” por um tipo especial de pontes de hidrogenio 
(pareamento de bases Hoogstein) como mostrado na Fig. 
9.3 la. Os oligonucleotideos que contem seqiiencias telome- 
ricas com repetigoes em tandem formam quarterns G em 
solugao, mas as estruturas reais dos quartetos G in vivo per- 
manecem desconhecidas. Um modelo de estrutura telome- 
rica humana e mostrado na Fig. 9.31/?. Protemas de ligagao 
com quarteto G foram identificadas e estudadas nos ciliados 
Oxytricha nova e Euplotes crassus , e a estrutura de cristais 
formada pela protema de ligagao de Oxytricha e seqiiencias 
de DNA telomericas foram amplamente estudadas. Os re¬ 
sultados indicam que os quartetos G ou estruturas muito 
similares tern um importante papel em estabilizar as pontas 
de cromossomos lineares. Em humanos, foi demonstrado 
que uma protema chamada TRF-2 ( Telomere Repeat-binding 
Factor 2) evita a fusao ponta a ponta de cromossomos. 

Recentemente, foi mostrado que os telomeros de huma¬ 
nos e algumas outras especies formam estruturas chamadas 
algas-t, nas quais o unico filamento na ponta 3' invade uma 
repetigao telomerica antecedente e faz par com o filamento 
complementar, deslocando o filamento equivalente (Fig. 
9.3 lc). O filamento deslocado e protegido de degradagao por 
ser revestido com uma protema chamada POT-1 (Protection 
Of Telomeres-1 - protegao de telomeros-1). Note que a es¬ 
trutura em alga-t protege bem a ponta livre da molecula de 
DNA. Dois complexos proteicos especificos de telomeros, 
TRF-1 e TRF-2, estao associados a essas algas-t. Ambos os 
complexos contem varias protemas conhecidas que nao sao 
identificadas aqui por simplificagao. Uma destas protemas 
e uma enzima que desenrola o DNA e pode perturbar os 
pares de bases Hoogsteen em quartetos G, permitindo que 
o terminal 3' invada uma regiao telomerica antecedente e 
forme uma alga-t. Hoje em dia, algas-t foram identificadas 
nos telomeros de vertebrados, no ciliado Oxytricha fall ax, no 
protozoario Trypanosoma brucei e na planta Pisum sativum 
(ervilhas). Assim, eles podem ser componentes importantes 
dos telomeros da maioria das especies. 

■Hi P0NT0S IMPORTANTES 

■ O cromossomo eucariotico contem uma molecula gigante de 
DNA compactada em contas elipticas de 10 nm chamadas nu- 
cleossomos. 

■ Os cromossomos condensados que estao presentes na mitose 
e na meiose sao compostos de fibras de cromatina de 30 nm. 

■ Na metafase, as fibras de 30 nm sao segregadas em dominios 
por arcabougos compostos de protemas cromossomicas nao 
histonicas. 

■ Os centromeros (regioes de ligagao das fibras do fuso) e os 
telomeros (pontas) de cromossomos tern estruturas unicas que 
facilitam suas fungoes. 
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(a) Estrutura de um quarteto G 



(b) Estrutura unimolecular 
de quarteto G 



(c) Modelo de um telomero humano estabilizado pela formacao de uma alca em t. 


Fig. 9.31 ■ (a) Estrutura do 
quarteto G formado em solugao 
por oligonucleotfdeos ricos em 
G tipo telomero, ( b ) um modelo 
em grampo unimolecular da 
estrutura do telomero humano 
e (c) um telomero humano 
estabilizado pela formacao 
de uma alga-t, na qual o 3'- 
terminal invade uma repetigao 
antecedente de telomero 
e pareia com o filamento 
complementar. TRF-1 e TRF-2 
sao os fatores 1 e 2 de ligagao de 
repetigoes do telomero; ambos 
sao complexos contendo varias 
proteinas. A proteina POT-1 
(proteina 1 de protegao dos 
telomeros) reveste o filamento 
unico de DNA deslocado pela 
invasao do terminal 3' do DNA 
telomerico. 


GENOMAS EUCARIOTICOS: 

SEQUENCIAS REPETIDAS DE DNA 

Muitas das sequencias de DNA nos genomas 
eucarioticos estao presentes em varias copias, as vezes 
ate um milhao. 

Os cromossomos dos procariontes contem quase que 
exclusivamente moleculas de DNA com sequencias unicas 
de pares de bases (nao repetidas); isto e, cada gene (com 
algumas excegoes) esta presente apenas uma vez no genoma. 
Se as moleculas de DNA em cromossomos procarioticos sao 
quebradas em varios segmentos pequenos, cada fragmento 
contera uma seqiiencia diferente de pares de bases. Os cro¬ 
mossomos de eucariontes sao muito mais complexos quanto a 
isto. Algumas sequencias de bases sao repetidas muitas vezes 
no complemento cromossomico haploide, ocasionalmente 
ate um milhao de vezes. O DNA contendo tais sequencias 
repetidas, chamado DNA repetitivo, em geral representa um 
componente principal (20 a 50%) do genoma eucariotico. 


A primeira evidencia de DNA repetitivo veio de estudos 
sobre centrifuga^ao de DNA eucariotico. Quando o DNA 
de um procarionte, tal como E. coll e isolado, fragmentado 
e centrifugado em altas velocidades por longos periodos de 
tempo em uma solugao de cloreto de cesio 6 M (CsCl), o 
DNA formara uma unica banda no tubo de centrifuga na 
posigao em que sua densidade e igual a densidade da solugao 
de CsCl (Cap. 10). Para E. coli, esta banda sera formada na 
posigao em que a densidade do CsCl e igual a densidade do 
DNA contendo cerca de 50% de pares A-T e 50% G-C. A 
densidade do DNA aumenta com o aumento do conteudo 
de G-C. As pontes de hidrogenio extras em um par de bases 
G-C resulta em uma associagao mais forte entre as bases e 
assim em uma densidade maior do que a dos pares de bases 
A-T. A centrifugagao do DNA de eucariontes para condigoes 
de equilibrio em tais solugoes de CsCl geralmente revela a 
presenga de uma banda principal grande de DNA e uma 
a varias bandas pequenas. Essas pequenas bandas de DNA 
sao chamadas bandas satelites (da palavra latina satelles , que 
significa “anexa” ou “subordinada”) e os DNA nestas ban¬ 
das geralmente sao chamados DNA satelites. Por exemplo, 
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o genoma de Drosophila virilis, um parente distante de Dro¬ 
sophila melanogaster, contem tres DNA satelites distintos, 
cada um composto de uma seqiiencia repetida de sete pares 
de bases. Outros DNA satelites em eucariontes tern longas 
sequencias repetitivas. 


Detec^ao de Sequencias Repetidas: Cinetica de 
Renaturacao de DNA 

O primeiro detalhamento da ffeqiiencia e da complexidade 
das sequencias repetidas de DNA em eucariontes resultou de 
estudos das velocidades de renaturacao do DNA. Os dois fila- 
mentos de uma dupla helice de DNA sao niantidos juntos por 
um grande numero de pontes de hidrogenio relativamente 
fracas entre bases complementares. Quando moleculas de 
DNA em solugao aquosa sao aquecidas a quase 100°C, essas 
ligagoes sao quebradas e os filamentos complementares de 
DNA se separam. Este processo e chamado desnaturagao. 

Como os pares de bases G-C contem tres pontes de hi¬ 
drogenio e os pares A-T contem duas pontes de hidroge- 
nio, e necessario mais energia para romper o pareamento 
de bases em moleculas de DNA ricas em G-C do que as 
duplas helices ricas em A-T. Se os filamentos unicos comple¬ 
mentares de DNA sao resfriados lentamente em condigoes 
corretas, as sequencias complementares de bases se encon- 
trarao e reconstituirao as duplas helices com pares de bases. 
Essa reconstituigao de duplas helices a partir de filamentos 
unicos complementares de DNA e chamada renaturacao. 
Analises da cinetica de renaturagao de DNA de organismos 
eucarioticos produziram muitas informagoes sobre os tipos 
de sequencias repetidas de DNA presentes nos genomas de 
eucariontes. 

Consideremos uma longa molecula de DNA sem sequen¬ 
cias repetidas (por exemplo, uma molecula de DNA de um 
cromossomo procariotico). Se tal molecula for fracionada 
em fragmentos de um determinado tamanho, digamos 400 
pares de nucleotideos, for desnaturada e for deixada rena- 
turar-se sob condigoes apropriadas, sua velocidade de rena¬ 
turagao dependera (1) da concentragao de DNA na solugao 
e (2) da complexidade do DNA, isto e, do numero de frag¬ 
mentos diferentes de 400 pares de bases. Estes dois fatores 
determinarao a probabilidade de que dois filamentos unicos 
complementares de DNA colidam e ocorra renaturagao. O 
efeito da concentragao de DNA e bem obvio, pois, quanto 
mais alta a concentragao de filamentos unicos na solugao, 
maior a chance de uma colisao entre quaisquer dois deles. 

A complexidade do DNA e o tamanho total de sequencias 
de pares de nucleorideos nao repetidos no genoma. Em uma 
dupla helice com poli A em um filamento e poli T no outro 
filamento, os filamentos complementares de cada fragmento 
serao iguais. Assim, todas as colisoes entre filamentos unicos 
de DNA derivados de filamentos complementares resulta- 
rao em renaturagao. A medida que a complexidade do DNA 
aumenta, a proporcao de colisoes aleatorias entre filamen- 
tos unicos de DNA que estao entre filamentos unicos com¬ 


plementares diminuira, e a taxa de renaturagao diminuira 
concordantemente. Considere genomas que contem 4, 400, 
4.000 e 40.000 genes diferentes. Em uma solugao contendo 
100 pg de DNA por ml, a concentragao de qualquer gene 
sera de 25, 0,25, 0,025 e 0,0025 pg/ml, respectivamente, 
para os quatro genomas. Como resultado, colisoes aleatorias 
entre os filamentos complementares derivados de qualquer 
gene diminuirao de frequencia a medida que a complexidade 
do genoma (o numero de genes diferentes) aumenta. Assim, 
espera-se que sequencias tie grandes genomas renaturem-se 
lentamente. 

Surpreendentemente, algumas sequencias de DNA nos 
genomas complexos de eucariontes renaturam-se muito ra- 
pidamente. Essas sequencias sao repetidas muitas vezes no 
genoma, ocasionalmente um milhao de vezes ou mais. Uma 
seqiiencia que e repetida no genoma estara presente em 
uma concentragao mais alta que uma seqiiencia de copia 
unica durante renaturagao, aumentando assim sua veloci¬ 
dade de renaturagao. De fato, a velocidade de renatura¬ 
gao do DNA e diretamente proporcional ao numero de 
copias - quanto maior o numero de copias, mais rapida 
a velocidade e menor o tempo necessario para renatura¬ 
gao. Analises matematicas das velocidades de renaturagao 
de genomas eucarioticos forneceram evidencias iniciais da 
presenga de classes diferentes de sequencias repetidas de 
DNA, ou DNA repetitivo. Os recentes projetos de seqiien- 
ciamento do genoma deram informagoes adicionais sobre 
os tipos diferentes de sequencias de DNA repetitivo em 
genomas eucarioticos. As localizagoes de sequencias dife¬ 
rentes de DNA em cromossomos podem ser determinadas 
diretamente por procedimentos similares aos experimentos 
de renaturagao ja descritos. Com este procedimento, cha¬ 
mado “hibridizagao in situ”, filamentos marcados de DNA 
formam duplas helices com DNA desnaturado ainda pre¬ 
sente em cromossomos (veja Enfoque recnico: Hibridiza¬ 
gao In Situ). 


Sequencias de DNA de Copia Unica e Repetitivas em 
Genomas Eucarioticos 

Estudos de cinetica de renaturagao do DNA foram feitos 
em muitos genomas eucarioticos diferentes, revelando a 
grande variabilidade nas quantidades e nos tipos de DNA 
repetitivo. Alguns eucariontes contem relativamente pouco 
DNA repetitivo; no verme Caenorhabditis elegans , apenas 
17% do genoma consiste em sequencias repetidas. Outros 
eucariontes contem mais DNA repetitivo que o DNA de 
copia unica; 72% do DNA da planta do tabaco, hicotiavici 
tabacnm , e composto de sequencias repetidas. Pelo menos 
50% do genoma humano consiste em sequencias repetidas 
de DNA. As porgoes do genoma humano que ainda nao fo¬ 
ram seqiienciadas provavelmente consistem em sequencias 
de DNA repetidas. Assim, a quantidade de DNA repetitivo 
provavelmente sera maior que 50% quando a seqiiencia es- 
tiver completa. 
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[NFOQUE JECNICO: Hibridizacao In tin 


Em 1969, Mary Lou Pardue e Joseph Gall desenvolveram um pro- de DNA radioativo com filamentos complementares de DNA em 
cedimento pelo qual eles podiam helicoidizar filamentos isolados cromossomos sobre laminas de vidro. Usando este procedimento, 
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(b) Auto-radiografia 

mostrando localizacoes 
cromossomicas de 
sequencias de DNA 
satelite de camundongo. 
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(c) Visualizacao de telomeros humanos usando corantes fluorescentes e hibridizacao in situ. 



( d) Telomeros humanos visualizados usando sondas 
fluorescentes e hibridizacao in situ. 


Fig. 1 ■ Localizaqao de sequencias repetidas de DNA em cromossomos por 
hibridizacao in situ feita com sondas radioativas (a e b) ou sondas fluorescentes 
(c e d). O procedimento de hibridizacao in situ desenvolvido por Pardue e Gall e 
mostrado em (o), e uma de suas auto-radiografias demonstrando a presenca da 
sequencia do DNA satelite de camundongo na heterocromatina centromerica 
e mostrada em (b). O uso de corantes fluorescentes para localizar a sequencia 
repetida TTAGGG nos telomeros de cromossomos humanos e ilustrado em (c), e uma 
fotomicrografia demonstrando sua localizacao centromerica e mostrada em (d). 
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d f NFOQUE JECNICO: Hibridiza^ao In Situ (continuaijao) 


chamado hibridizacao in situ , Pardue e Gall foram capazes de de- 
terminar as localizagoes cromossomicas de sequencias de DNA re¬ 
petitive. (O termo latino in situ significa “em seu lugar original”; 
hibridizagao e a formagao de moleculas duplices “hibridas” pela 
helicoidizagao de filamentos complementares ou parcialmente 
complementares de DNA ou RNA.) A hibridizacao in situ classica 
consiste em espalhar cromossomos mitoticos em uma lamina de 
vidro (veja Fig. 6.1), desnaturar o DNA nos cromossomos por exposi- 
Cao a alcali (NaOH a 0,07 N) por alguns minutos, lavar com tampao 
para remover a solugao alcalina, incubar a lamina em solugao de 
hibridizacao contendo copias radioativas da sequencia de nucleo- 
tideos de interesse, remover os filamentos radioativos que nao se 
hibridizaram com sequencias complementares nos cromossomos, 
expor a lamina a uma emulsao fotografica que e sensivel a radio- 
atividade de baixa energia, revelar a auto-radiografia e superpor a 
auto-radiografia e uma foto dos cromossomos (Fig. 1 a e b). 

Urn dos primeiros experimentos de hibridizacao in situ que 
Pardue e Gall fizeram demonstrou que a sequencia de DNA sa- 
telite do camundongo esta localizada em regioes heterocroma- 
ticas flanqueadoras dos centrdmeros dos cromossomos de ca¬ 
mundongo (Fig. lb). O genoma do camundongo contem cerca de 
10 copias desta sequencia de DNA satelite, que tern cerca de 
400 pares de nucleotideos de tamanho e constitui cerca de 10% 
do genoma de camundongo. Estudos similares foram subsequen- 
temente feitos com DNA satelites de varias outras especies, e 


tais sequencias de DNA repetitivo estao geralmente situadas na 
heterocromatina centromerica ou adjacente aos telomeros. Uma 
sequencia de DNA repetitivo pode ser identificada como DNA 
satelite apenas se a sequencia tiver uma composigao de bases 
suficientemente diferente da do DNA da banda principal para 
produzir uma banda distinta durante centrifugagao em gradiente 
de densidade. Portanto, a centrifugagao nao pode ser usada para 
identificar todas as sequencias de DNA repetitivo. Sequencias de 
DNA satelite geralmente nao sao expressas; isto e, elas nao codi- 
ficam RNA ou proteinas. 

Hoje em dia, experimentos de hibridizacao in situ sao em geral 
feitos usando-se sondas de hibridizacao que sao ligadas a coran- 
tes fluorescentes ou anticorpos marcados com compostos fluo- 
rescentes (Fig. 1c e d). Em um protocolo, sondas de hibridizacao 
de DNA ou RNA sao ligadas a vitamina biotina, que e ligada com 
alta afinidade pela proteina do ovo avidina (Fig. lc). Usando-se 
avidina covalentemente ligada a um corante fluorescente, a loca- 
lizagao cromossomica da sonda hibridizada pode ser detectada 
pela fluorescencia do corante. Este procedimento, chamado FISH 
(hibridizacao in situ com fluorescencia), foi usado para demons- 
trar a presenca da sequencia repetida TTAGGG nos telomeros de 
cromossomos humanos (Fig. 1 d). O procedimento FISH e muito 
sensivel e pode ser usado para detectar as localizagoes de sequen¬ 
cias de copia unica em cromossomos interfasicos e mitoticos hu¬ 
manos (veja Fig. 16.6b). 


As sequencias de DNA presentes em eucariontes sao co- 
mumente agrupadas em tres classes: 

1. Sequencias unicas, ou de uma so copia, de DNA - 1 a 

10 copias por genoma. 

2. Sequencias de DNA moderadamente repetitivas - 10 

a 10'^ copias por genoma. 

3* Sequencias de DNA altamente repetitivas — mais de 
10’ copias por genoma. 

Estas classes, especialmente a de DNA moderadamente 
repetitivo, sao bem amplas e heterogeneas em termos de 
numero de copias e tipos de sequencias. 

Sequencias Unicas ou de Copia Unica 

As sequencias de DNA de copia unica constituent cerca de 30 
a 85% dos genomas de eucariontes, enquanto representam 
quase 100% das sequencias em procariontes. Cerca de 90, 83, 
/0, 50, e 28% das sequencias de DNA nos genomas da planta 
Arabidopsis, de Caenorhabditis, de Drosophila , de humanos 
e de plantas do tabaco, respectivamente, estao presentes em 
uma ou poucas copias. A maioria dos genes que codificam 
protefnas estao presentes neste componente do genoma. 


Alem disso, muitas das seqiiencias que regulam a expressao 
dos genes estao presentes nesta fragao do genoma. Assim, 
as sequencias de DNA de copia unica estocam uma grande 
proporgao da informagao genetica de um organismo. 

Sequencias de DNA Moderadamente Repetitivas 

Seqiiencias moderadamente repetitivas constituent desde 
5% ate ntais de 80% dos genomas de eucariontes. 'Em Arabi¬ 
dopsis, Caenorhabditis , Drosophila , humanos e plantas do ta¬ 
baco, as sequencias moderadamente repetitivas representam 
cerca de 10, 14, 12, 45 e 65%, respectivamente, das sequen¬ 
cias no genoma. As sequencias de DNA moderadamente 
repetitivas pertencem a mesma classe de sequencia apenas 
ent termos de numero de copias. Enr outros aspectos, elas 
sao muito heterogeneas, incluindo uma disposigao diferente 
de sequencias repetidas. A maioria das sequencias modera- 
damente repetitivas estao presentes em 10 a 1.000 copias 
poi genoma, mas alguntas ocorrem ent numeros ntais altos 
de copias. Muitas das sequencias moderadamente repetitivas 
sao distribuidas pelo genonta intercaladas com sequencias 
de copia unica. Este padrao intercalado e ilustrado para uma 
curta regiao heterocromatica do cromossomo 5 de Arabi¬ 
dopsis na Fig. 9.32. 
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Genes funcionais ( - -► ) e defectives () previstos. 

Repeticoes tandem de 2,2 kb (■=■) e duplicates tandem de 59,3 kb (=>). 2777 

Elementos geneticos transponiveis de seis classes diferentes: Mutator |q), 

Ac-Ds (<=>), En-Spm (a), Athila ( — ), outros LTR (a) e nao-LTR (a). 


centromere do cromossomo 5™ pequenaTr^c DNA * pr ° tuberancia heter ocromatica (chamada hk5L) perto do 
elementos transponiveis. repetitivo intercalado mclui tanto repeticoes em tandem quanto 26 


Algumas protefnas, tais como as protemas ribossomicas e 
as protemas musculares actina e miosina, sao necessarias em 
grandes quantidades, e cada uma delas e codificada por varios 
genes. Esses genes de varias copias ou familias de genes em 
gera estao presentes na frayao moderadamente repetitiva do 
genoma. Os genes que especificam RNA ribossomicos tam- 
bem sao moderadamente repetitivos pois as celulas precisam 
t e git andes quantidades de RNA ribossomico para produzir 
os ribossomos necessarios para a sfntese de protemas. 

A rnais prevalente das seqiiencias moderadamente repe- 

TZT ° S elementos geneticos transponiveis, seqiiencias 
de UNA que podem mover-se de urn local em urn cromos- 
somo para outro ou mesmo para urn cromossomo diferente 
( ap. 18), ou seqiiencias inativas derivadas de elementos de 
transposigao. Em D. melanogaster, cerca de 90 familias di- 
erentes e elementos de transposicao foram caracterizadas 
e receberam nomes curiosos tais como hobo, pogo e gxpsv 
que sugerem sua mobilidade. Uma proporyao muito maior 
do genoma humano e derivada de elementos transponiveis. 
De acordo com os dados do International Human Genome 
Sequencing Consortium, cerca de 44% do genoma humano 
consiste em elementos transponiveis ou seqiiencias deriva¬ 


das deles. Ate 80% do genoma do milho pode consistir em 
e ementos geneticos transponiveis. Embora a maioria desses 
elementos geneticos transponiveis sejam moderadamente 
repetitivos, alguns sao altamente repetitivos. 


oequencias de DNA Altamente Repetitivas 

Sequences a,ta mente repetitivas constituent apenas 3 % do 
genoma de Caenorhabditis, 18% do genoma de D. melano¬ 
gaster e 45% do genoma de Drosophila virilis. Em muitas 
especies, grande parte do DNA repetitivo esta presente em 
telomeros e centromeres (veja Enfoque Tecnico: Hibridiza- 
?ao In Situ e Fig. 9.33). Em D. virilis, tres seqiiencias, cada 
uma com sete pares de bases de tamanho - 5'-ATAAACT- 
-■> , 5 -ACAAACT-3' e 5'-ACAAATT-3' - formam bandas 
satelites distintas quando analisadas por centrifugacao em 
gradiente de densidade (Cap. 10). Entretanto, a ausencia de 
sequences de DNA altamente repetitivas similares em es¬ 
pecies proximamente relacionadas de Drosophila sugere que 
tais seqiiencias nao tern papeis essenciais no crescimento e 
no desenvolvimento normais. Em varias especies de caran- 
guejos terrestres, ate 25% do DNA consiste em uma se¬ 
quence altamente repetitiva que content 97% de pares de 
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Fig. 9.33 ■ (Em cima) Localizagoes de sequencias de DNA 
repetitivas nas regioes heterocromatica pericentromerica e 
centromerica (PHR) do cromossomo 5 de Arabidopsis. Hibridizagao 
in 5 ^ u com fluorescencia (veja Enfoque Tecnico: Hibridizagao In Situ) 
oi usada para determinar as localizagoes de (1) repetigdes de 180 
pb similares as sequencias chamadas repetigoes alfa satelites nos 
centromeres de primatas (fluorescencia vermelha na regiao pALl), (2) 
elementos transponiveis (verde) Athila e (3) repetigoes em tandem 
dos genes de RNA 5S ribossomico (amarelo). Uma protuberancia 
heterocromatica chamada hk5L (veja Fig. 9.32) e visivel como uma 
ilha verde-clara a direita. (Embaixo) A regiao centromerica do 
cromossomo 5 no estagio de paquiteno da profase corada para 
mostrar segmentos mais condensados de heterocromatina. 


bases A-T com uma seqiiencia A-T alternada. Claramente, 
estas seqiiencias nao codificam protemas. Na verdade, ne- 
nhuma seqiiencia de DNA altamente repetitiva estudada ate 
hoje foi transcrita. 

Quais sao entao as fungoes destas sequencias de DNA 
altamente repetitivas? No momento, nao ha uma resposta 
clara a esta pergunta. Fungoes postuladas para o DNA al¬ 
tamente repetitivo incluem: (1) papeis de organizagao ou 
estruturais em cromossomos; (2) envolvimento em parea- 
mento cromossomico durante meiose; (3) envolvimento em 
crossing-over ou recombinagao (Cap. 13); (4) protegao de 
unportantes genes estruturais, como genes de histonas, de 
rR ^ ?A ou de protemas ribossomicas; (5) urn repositorio de 
sequencias de DNA nao essenciais para uso na futura evolu- 
gao da especie; e (6) sem nenhuma fungao, apenas DNA su- 
cata que e levado juntamente com os processos de replicagao 


e segregagao de cromossomos. A validade de qualquer destes 
papeis postulados permanece por ser estabelecida. 

Seqiiencias Repetidas no Genoma Humano 

Em humanos, como em outros eucariontes, grande parte do 
DNA moderadamente repetitivo disperso consiste em fanri- 
has de elementos de transposigao. A seqiiencia do genoma 
humano mostra que pelo menos 44% do genoma e derivado 
de elementos de transposigao. Alem disso, grande parte do 
componente de copia unica do DNA do genoma pode ser 
derivada de copias antigas de elementos de transposigao que 
divergiram muito para serem reconhecidas como derivadas de 
elementos transponiveis. A maioria dos elementos transponl- 
veis no genoma humano e nos genomas de outros manuferos 
pertencem a quatro classes: LINE (longos elementos nuclea- 
les intercalados), SINE (curtos elementos nucleares interca- 
lados), elementos transponiveis contendo longas repetigoes 
terminais (LTR) e transposons de DNA (veja Cap. 18). 

Os elementos transponiveis LINE funcionais tern tama- 
nho medio de cerca de 6 kb; eles estao dispersos pelo ge¬ 
noma humano. O unico membro funcional da familia LINE 
humana e o elemento transponivel LI (Cap. 18), que esta 
presente em cerca de 516.000 copias por genoma. Os ele¬ 
mentos L2 e L3 sao derivados inativos de LI. Juntos, LI, L2 e 
L3 constituent cerca de 20% do genoma humano. 

Os elementos SINE tem apenas de 100 a 400 pares de 
bases de tamanho. O unico elemento SINE ativo no genoma 
humano e chamado AIu. (O nome e derivado da enzitna que 
corta o DNA em uma seqiiencia especifica situada dentro 
do elemento. Veja Designagao das Enzimas de Restrigao, no 
Cap. 15.) Existent aproximadamente 1.090.000 seqiiencias 
Alu no genoma huntano haploide. Elas constituent cerca de 
10% do genoma. Dois elementos SINE inativos constituent 
outros 3% do genoma humano. 

Elementos transponiveis que contem longas repetigoes ter¬ 
minal constituem cerca de 8% do genoma humano. Eles tern 
estrutura bem diversa e, em rnuitos casos, consistem em ape¬ 
nas pequenos trechos derivados de elementos transponiveis 
ativos. Os transposons de DNA constituem aproximadamente 
3% do genoma humano. Eles sao estruturalmente similares 
aos elementos transponiveis de bacterias (Cap. 18). 

Como e observado com outros elementos geneticos trans¬ 
poniveis (Cap. 18), a transposigao de elementos Alu para 
genes e rearranjos de DNA causada por recombinagao entre 
dois elementos Alu pode produzir fenotipos mutantes. Ale- 
los mutantes que causam acolinesterasemia (uma deficiencia 
da enzima colinesterase que resulta em paralisia transitoria 
por exposigao a relaxantes musculares) e neurofibromatose 
(tumores do tecido nen^oso sob a pele e no sistema nervoso 
central) foram comprovados como resultantes da insergao 
de sequencias Alu em genes. Alem disso, foi demonstrado 
que varios casos de hipercolesterolemia (quantidades exces- 
sivas de colesterol no sangue devido a uma deficiencia de 
receptores de colesterol nas celulas do figado) e de talasse- 
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mia (deficiencias de hemoglobina) resultam de rearranjos 
genicos produzidos por recombinagao entre sequencias Alu 
proximamente ligadas. Estes e outros resultados mostraram 
claramente que as seqiiencias Alu tem um papel importante 
na evolugao do genoma humano. 

mm PONTOSIMPORTANTES 

■ Os genomas eucarioticos contem seqiiencias repetidas de DNA, 
com algumas seqiiencias presentes um milhao de vezes ou mais. 


As seqiiencias de DNA em genomas eucarioticos estao comu- 
mente agrupadas em tres classes: (1) seqiiencias linicas ou de 
copia unica presentes em uma ou poucas copias por genoma, 
(2) sequencias moderadamente repetitivas presentes em 10 a 
10 5 copias e (3) seqiiencias altamente repetitivas presentes em 
mais de 10 s copias por genoma. 

Duas familias de elementos transponfveis moderadamente re- 
petidos constituem 10% do genoma humano e desempenham 
um papel importante em sua evolugao. 


Exercicios Basicos 


llustram a analise genetica basica. 


1. Que diferengas nas estruturas qufmicas do DNA e proteinas 
permitem que os cientistas marquem uma ou outra destas ma- 
cromoleculas com um isotopo radioativo? 

Resposta: O DNA contem fosforo (o isotopo comum e ?1 P) mas 
nao enxofire; o DNA pode ser marcado cultivando-se celulas em 
meio contendo o isotopo radioativo do fosforo, 32 P. As proteinas 
contem enxofre (o isotopo comum e '' 2 S) mas geralmente pouco ou 
nenhum fosforo. As proteinas podem ser marcadas cultivando-se 
celulas em meio contendo o isotopo radioativo do enxofre, °S. 

2. Se a seqiiencia de um filamento de uma dupla helice de DNA e 
ATCG, qual e a seqiiencia do outro filamento? 

Resposta: Como os dois filamentos de uma dupla helice sao 
complementares - adenina sempre pareada com timina e gua- 
nina sempre pareada com citosina -, a seqiiencia do segundo 
filamento pode ser deduzida pela seqiiencia do primeiro fila¬ 
mento. Para ATCG, a dupla helice tera a seguinte estrutura: 

ATCG 

TAGC 

3. De que modo a seqiiencia do filamento complementar na dupla 
helice do exercicio 2 pode ser escrita como um unico filamento 
de DNA? 

Resposta: Lembre que os dois filamentos de uma dupla helice de 
DNA tem polaridade qrnmica oposta; um filamento tem polari- 
dade 5' -* 3' e o outro tem polaridade 3' —► 5', quando ambos sao 
lidos na mesma diregao. Como a convengao aceita e escrever as 
sequencias comegando com a ponta 5' a esquerda e terminando 
com a ponta 3' a direita, o filamento de cima da dupla helice deve 
ser escrito 5'-ATCG-3' e o filamento complementar, 5'-CGAT- 
3'. A estrutura da dupla helice deve ser escrita: 

5'-ATCG-3' 

3'-TAGC-5' 


4. Se uma mistura de DNA e protema e mostrada como possuidora 
de informagao genetica por algum ensaio tal como transforma- 
gao em bacterias, como um pesquisador pode determinar se tal 
informagao genetica esta presente no DNA ou no componente 
proteico? 

Resposta: A especificidade biologica das enzimas fornece 
uma poderosa ferramenta para uso em muitas pesquisas. A 
enzima desoxirribonuclease (DNase) degrada DNA em mo- 
nonucleotideos e proteases degradam proteinas em compo- 
nentes menores. Se a mistura de DNA e protefna e tratada 
com DNase e a informagao genetica e destrufda, ela esta 
estocada no DNA. Se a mistura e tratada com protease e 
a informagao genetica e. perdida, ela reside no componente 
proteico da mistura. 

5. Como um pesquisador determina onde uma seqiiencia especf- 
fica de DNA esta situada em um cromossomo? 

Resposta: Em condigoes apropriadas, as sequencias comple¬ 
mentares de DNA sao pareadas para formar helices duplas. 
Este processo e chamado helicoidizagao ou hibridizagao. Se 
uma seqiiencia especffica de DNA e isolada e marcada com 
um isotopo radioativo ou um corante fluorescente, ela pode 
ser usada para localizar sequencias de DNA complementares 
nos cromossomos. O procedimento e chamado hibridizagao in 
situ. O DNA no cromossomo e desnamrado por exposigao a 
alta temperatura ou pH e entao deixado hibridizar com o fila¬ 
mento complementar de DNA ou RNA marcado (a “sonda”). 
Apos ter ocorrido hibridizagao, o filamento marcado ou sonda 
no cromossomo e localizado por auto-radiografia ou micros- 
copia de fluorescencia (veja Enfoque Tecnico: Hibridizagao 
In Situ). 


Testar Seus Conhecimentos Integra conceitos e tecnicas diferentes, 


1. A alga vermelha Poly ides rotundus estoca sua informagao genetica 
na dupla helice de DNA. Quando o DNA foi extrafdo de celulas 
de P. rotundus e analisado, observou-se que 32% das bases eram 


guaninas. Por esta informagao, voce pode determinar que por- 
centagem das bases neste DNA eram timinas? Caso sim, qual a 
porcentagem? Caso nao, por que nao? 
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Resposta: Os dois filamentos de uma dupla helice de DNA sao 
complementares um ao outro, com guanina (G) em um filamento 
sempre pareando com citosina (C) no outro, e, do mesmo modo, 
adenina (A) sempre pareada com timina (T). Portanto, as concen¬ 
trates de G e C sao sempre iguais, como o sao as concentracoes 
de A e T. Se 32% das bases na dupla helice de DNA sao G, entao 
outros 32% sao C. Juntos, G e C somam 64% das bases do DNA 
de P. rotundas. Logo, 36% das bases sao A e T. Como a concen- 
tracao de A deve ser igual a concentragao de T, 18% (36% x Vi ) 
das bases devem ser T. 

2. O virus (|)X174 de E. coh estoca sua informagao genetica em 
DNA unifilamentar. Quando o DNA foi extraido do 6X174 e 
analisado, 21% das bases eram de unidades G. A partir desta 
informagao, voce pode determinar que porcentagem de bases 
neste DNA eram timinas? Caso sim, qual a porcentagem? Caso 
nao, por que? 

Resposta: Nao! A relagao A = T eG = Cso ocorre em mole- 
culas bifilamentares de DNA devido a seus filamentos comple¬ 
mentares. Como pareamento de bases nao ocorre ou ocorre 
apenas como pareamento limitado intrafilamentar em acidos 


nucleicos unifilamentares, voce nao pode determinar a porcen¬ 
tagem de nenhuma das outras tres bases pelo conteudo de G do 
DNA de 6X174. 

3. Se cada cromossomo humano em estagio Gj con tern uma linica 
molecula de DNA, quantas moleculas de DNA estariam pre- 
sentes nos cromossomos do micleo de (a) um ovocito humano, 

(b) um espermatozoide humano, (c) uma celula somatica di- 
ploide humana no estagio C n , (d) uma celula somatica humana 
diploide no estagio G 2 (e) um ovocito primario humano? 
Resposta: Uma celula humana haploide normal contem 23 
cromossomos e uma celula humana diploide normal contem 
46 cromossomos, ou 23 pares de homologos. Se os cromosso¬ 
mos antes da replicagao contem uma unica molecula de DNA, 
os cromossomos apos a replicagao conterao duas moleculas de 
DNA, uma em cada uma das duas cromatides. Assim, ovocitos 
e espermatozoides humanos normais contem 23 moleculas de 
DNA cromossomico. As celulas somaticas diploides contem 46 
e 92 moleculas de DNA cromossomico nos estagios Gi e G?, 
respectivamente; e um ovocito primario contem 92 de tais mo¬ 
leculas de DNA. 


™ Questoes e Problemas 

9.1. (a) Como os experimentos de transformagao de Griffith di- 

ferem dos de Avery e seus colaboradores? 

(b) Qual foi a contribuigao significativa de cada um? 

(c) Por que o trabalho de Griffith nao e uma evidencia do 
DNA como material genetico, enquanto os experimentos 
de Avery e colaboradores deram uma prova direta de que 
o DNA leva a informagao genetica? 

9.2. Um extrato livre de celula e preparado de celulas pneumo- 
cocicas tipo IIIS. Que efeito o tratamento desse extrato com 

(a) protease, (b) RNase e (c) DNase tern em sua capacidade 
subseqiiente de transformar celulas receptoras tipo HR em 
tipo IIIS? Por que? 

9.3. Como pode ser demonstrado que misturar pneumococos 
tipo III mortos por aquecimento com tipo II vivos resulta 
em transference de material genetico do tipo III para o 
tipo II e nao em restauragao da viabilidade do tipo III pelo 
tipo II? 

9.4. Qual a composigao macromolecular de um virus bacteriano 
ou bacteriofago tal como o fago T2? 

9.5. (a) Qual o objetivo do experimento feito por Hershey e 

Chase? 

(b) Como o objetivo foi atingido? 

(c) Qual o significado desse experimento? 

9.6. Como o experimento de reconstituigao de Fraenkel-Conrat 
e colaboradores mostrou que a informagao genetica do virus 
do mosaico do tabaco (TMV) e estocada em seu RNA e nao 
em sua proteina? 


a compreensao e desenvolvem as habilidades anahticas. 

9.7. (a) O que distingue um viroide de um virus com RNA? 

(b) O que distingue um prion de um viroide? 

(c) De que modos virioides e prions sao similares? 

9.8. (a) De que material basico dispunham Watson e Crick para 

desenvolver um modelo de DNA ? 

(b) Qual sua contribuigao para construir o modelo? 

9.9. (a) Por que Watson e Crick escolheram uma dupla helice 

para seu modelo de estrutura do DNA? 

(b)Por que pontes de hidrogenio foram colocadas no mo¬ 
delo para conectar as bases ? 

9.10. (a) Se uma particula de virus contem DNA bifilamentar com 

200.000 pares de bases, quantos nucleotideos estariam 
presen tes? 

(b) Quantas espirais completas ocorreriam em cada fila¬ 
mento? 

(c) Quantos atomos de fosforo estariam presentes? 

(d) Qual seria o tamanho da configuragao de DNA no virus? 

9.11. Se um filamento de DNA na dupla helice de Watson-Crick 
tern uma seqiiencia de bases de 5'-GTCATGAC-3', qual a 
seqiiencia de bases do filamento complementar? 

9.12. Quais as diferengas entre DNA e RNA? 

9.13. DNA foi extraido de celulas de Staphylococcus afermentans e 
analisado quanto a composigao de bases. Foi observado que 
37% das bases sao citosinas. Com esta informagao, e possivel 
prever que porcentagem das bases sao adenina? Caso sim, 
qual porcentagem? Caso nao, por que nao? 















248 ■ DNA E ESTRUTURA MOLECULAR DE CROMOSSOM OS_ 


2\%^To?m£ adeninas? Case sim, que 
porcentagem? Caso nao, por que nao.' 

9.15. Indique se cada uma das 

do DNA e verdadeira ou falsa. (Cada letra e usa v 

referir a concentragao desta base no DN. •) 

(a) A + T = G + C 

(b) A = G; C = T 

(c) A/T = C/G 

(d) T/A = C/G 

(e) A + G = C +1 

(f) G/C = 1 

(cr\ A = T dentro de cada filamento. , 

(h) As pontes de hidrogenio dao estabilidade a up a e it 

em citoplasmas aquosos. . 

(i) As pontes hidrofobicas dao estabilidade a dupla 

em citoplasmas aquosos. , \ u a 

(j) Quando separados, os dois filamentos e 

(k) UnuTvez conhecida a seqiiencia de bases de urn fda- 
* memo <1. dupla Mine de DNA, a sequence, de bases 

segundo filamento potk :« t invariante . 

/in a estrutura de uma dupla heuce ct - 
(m, oTpar de nucleofideos con.em dois gtupos Mato, 

’ duas moleculas de desoximbose e duas bases. 

9.16. Os acidos nucleicos de varies virus 

nados para determmar sua composiga na _ 

dos seguintes resultados, o que voce po e sup 
tureza fisica dos acidos nucleicos desses virus. 

(a) 35% A, 35% T, 15% G e 15% C. 

(b) 35% A, 15% T, 25% G e 25% C. 

(c) 35% A, 30% U, 30% G e 5% C. 

9.17. Compare e contraste as estruturas das fonuas A, B t 
DNA. 

9 18 A temperatura na qual metade de urn filamento bifilamentar 
conteudo de GC do DNA. 

, „ Arelacaoemte.T.eoeonteUdodeGCpodes.reapressa 

9 '‘ em sua forma mais simplificada, pels “J* ' 

0,41 (% GC). (a) Calcule a GC <b) Avalie 

DlSlA de E coli que tern cerca de 51) 

°% de GC do DNA de uma celula renal humana em que 
T m = 85°C. 

9.20. As evidences disponiveis 

cariotico (excluindo cromossomos diferentes de 

unica molecula gigante de D . ■ entes em cro- 

- Srios—os durante o 

ciclo celular? 


sssssss 

mitotica e (d) telofase II meiotica? 

i DNA nuclear esta acondicionado em nucleossomos e (2) 
que^tmnanho medio do ligador intemucleossOTUTO^de^ 

pares de nucleotideos. Quantos ^ me lanogasteri Quantas 
semes em urn nucleo d.plo.de de D. w* g _ 

moleculas de histonas H2a, H2b, H3 e m 


rias? 

c, 23 Os DNA samli.es de Da»*M. f P”"™‘«I““J 

essencialmente liberados da bands ptm-P* 1 po, 

Z«„,*d« tsnltracao-renamraqao, como .ocd espera 

Por que? 

,.24. Efidto e^m^isjndieam q« 

quencias de Da . < . urn RNA ou produtos pro- 

sobre a fimgao do DNA altamente 

repetitivo? 

9.25. (a)As(1)seqMnc.asde DNAdeo£a to. 

de DNA moderadamente repetitivasi 1 ) 1 

DNA altamente repetitivas sao mats piev. 
cromatina ouna heterocromatma^ ^ bn.ca nos 

(b) A niaiona das sequences 1 DN P ^ 

cromossomos sao transcritas. 4 

tamente repetitivas na cromatina sao transen ^ 

(c) Quais sao as supostas fwapes a muon DN A 

cias de DNA de copia unica, (2) das seque. 

(d ) tT^ e ac e ^-se que desempenham as seqiienaas 
( de DNA moderadamente repetitivas em eucanontes su 

periores? 

fase? 

9 27. (a) Que fungoes tern (1) os centromeros, © ^^meros? 

(b) Os telomeres tern caracterisncas estruturais 

a se junta, e se fcrndir. Po. q« >s» oeotre? 

9.28. Que interest, especial tern a .denies biofisic. de viscoelasto- 
metria para geneticistas? 


ciclo celular? presentes (a) nas regioes 

, Uma plants divide de een.eio, We ™ S ^ de e_« plumose. 

e aoroximadamente 1,6 x 1U po 
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9.30. Os arcaboucos de cromossomos eucarioticos sao compostos 
de protemas cromossomicas histonicas ou nao histonicas? 
Como isto foi determinado experimentalmente? 

9.31. (a) Que classe de protemas cromossomicas, histonas ou nao his- 

tonas, e a mais altamente conservada em diferentes especies 
eucarioticas? Por que pode ser esperada esta diferenga? 

(b) Se compararmos as protemas cromossomicas histonicas 
e nao histonicas de cromatina isolada de diferentes te- 
cidos ou tipos de celulas de urn determinado organismo 
eucariotico, que classe de protemas apresentara a maior 
heterogeneidade? Por que nao se espera que ambas as 
classes de protemas sejam igualmente homogeneas em 
cromossomos de diferentes tecidos ou tipos de celulas? 

9.32. A seqiiencia do genoma humano revela que cerca de 44% do 
genoma consiste em elementos geneticos transpomveis ou 
sequencias derivadas de elementos transpomveis. 

(a) Que tipos de elementos transpomveis estao presentes no 
genoma humano? 

(b) Todos os elementos transpomveis sao ativos? 

(c) Por que os elementos Alu tern este nome? 

(d) Por que existent tantos elementos transpomveis no ge¬ 
noma humano? 

9.33. Os elementos geneticos transpomveis sao responsaveis por 
varias doen^as humanas herdadas. Como um elemento 
transpomvel pode causar um disturbio herdado? 


9.34. (a) Se o genoma humano haploide content 3 x 10 9 pares 

de nucleotideos e o peso molecular medio de um par 
de nucleotideos e 660, quantas copias do genoma hu¬ 
mano estao presentes, em media, em 1 mg de DXA 
humano? 

(b) Qual o peso de uma copia do genoma humano? 

(c) Se o genoma haploide da pequena planta Arabidopsis tha- 
lianct contem 7,7 x 10 pares de nucleotideos, quantas co¬ 
pias do genoma d eA. tbaliana estao presentes, em media, 
em 1 mg de DNA de A. tbaliana ? 

(d) Qual o peso de uma copia do genoma de A. tbaliana ? 

(e) Que importance tern os calculos das alfneas anteriores 
para geneticistas? 

9.35. Quando e analisado o DNA total de um rato canguru (Di- 
podomys ordii) por equilfbrio de centrifuga?ao de gradiente 
de densidade, uma frafao do DNA forma uma banda sate- 
hte distinta no gradiente. Este DNA satelite contem uma 
seqiiencia altamente repetida de DNA que pode ser isolada 
do gradiente livre de outras sequencias de DNA. Muitas 
dessas sequencias altamente repetitivas de DNA estao lo- 
calizadas em regioes de heterocromatina adjacentes aos 
centromeros dos cromossomos (“heterocromatina centro- 
merica ). Como um pesquisador poderia determinar onde 
a seqiiencia satelite esta localizada nos cromossomos desse 
rato? 
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* Caracteristicas Basicas de 
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■ DNA-Polimerases e Sintese 
de DNA In Vitro 

■ O Complexo Aparelho 
de Replica^ao 
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Sete pares de gemeos identicos. Embora os gemeos nao tivessem recebido nenhuma instru^ao 
sobre como posar para a fotografia, note postura similar, posi^ao das maos e expressoes faciais 
de ambos os membros de cada par. 


Gemeos Monozigoticos: Eles Sao Identicos? 

Desde o dia de seu nascimento, durante a infancia, a adolescencia e a vida 
adulta, Merry e Sherry foram confundidas uma com a outra. Quando estao 
separadas, Merry e chamada de Sherry em cerca de metade do tempo, e 
Sherry e confundida com Merry com igual frequencia. Mesmo seus genitores 
tern dificuldade em distingui-las. Merry e Sherry sao gemeas monozigoticas 
(“identicas”); ambas se desenvolveram de urn unico zigoto. Em urn estagio 
inicial de clivagem, o embriao dividiu-se em duas massas celulares, e ambos 
os grupos de celulas se desenvolveram em embrides completos. Ambos os 
embrioes se desenvolveram normalmente, e, em 7 de abril de 1955, uma foi 
denominada Merry e a outra Sherry. 

As pessoas geralmente explicam os fenotipos quase identicos de gemeos 
monozigoticos como Merry e Sherry dizendo que elas “contem os mesmos 
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genes”. Claramente, isto nao e verdade. Para ser exato, a frase deveria ser que os 
gemeos identicos contem replicas dos mesmos genes parentais. Mas este simples 
coloquialismo sugere que a maioria das pessoas, de fato, acreditam que as replicas 
de um gene na prole realmente sao identicas. Se o genoma humano contem 25.000 
a 35.000 genes, as replicas de todos esses genes na prole sao exatamente as mesmas 
em gemeos identicos? 

A vida humana emerge de uma unica celula, uma minuscula esfera com cerca de 
0,1 mm de diametro. Esta celula da origem a centenas de bilhoes de celulas durante 
o desenvolvimento fetal. Na maturidade, um humano de tamanho medio contem 
cerca de 65 trilhoes (65.000.000.000.000) de celulas. Com algumas exceqoes, cada 
uma dessas 65 trilhoes de celulas contem uma replica na prole de cada um dos 
25.000 a 35.000 genes. Alem disso, as celulas do corpo nao sao estaticas. Em alguns 
tecidos, celulas velhas estao continuamente sendo substitufdas por celulas novas. Por 
exemplo, em uma pessoa saudavel, as celulas da medula ossea produzem cerca de 2 
milhoes de hemacias por minuto. Embora nem todas as replicas dos genes no corpo 
humano da prole sejam identicas, o processo pelo qual tais genes sao duplicados e 
muito preciso. O genoma humano haploide contem cerca de 3 x 10 9 pares de nucle¬ 
otfdeos de DNA, todos os quais devem ser duplicados durante cada divisao celular. 
Neste capftulo, examinaremos como o DNA se replica e enfocaremos os mecanismos 
que garantem a fidelidade deste processo. 


P 


CARACTERISTICAS BASICAS DE RERLICA(A0 
DO DNA IN VIVO 

A replicaqao do DNA ocorre semiconservativamente, 
e iniciada em origens unicas e em geral ocorre 
bidirecionalmente a partir de cada origem de 
replicaqao. 


..cf. 



Em humanos, a sfntese de um novo 
filamento de DNA ocorre a uma velo- 
cidade de cerca de 3.000 nucleotfdeos 
por minuto. Em bacterias, cerca de 
30.000 nucleotfdeos sao adicionados 
a uma cadeia de DNA nascente por 
minuto. Claramente, a maquinaria celular responsavel pela 
replicagao do DNA deve funcionar muito rapido, mas, e 
ainda mais importante, deve funcionar com grande preeisao. 
De fato, a fidelidade de replicagao do DNA e incrivel, com 
uma media de apenas um erro por bilhao de nucleotfdeos 
incorporados apos a sintese e corregao de erros durante e 
imediatamente apos a replicagao. Assim, a maioria dos genes 
de gemeos identicos sao de fato identicos, mas alguns terao 
mudado devido a erros de replicagao e outros tipos de mu- 
tagoes (Cap. 13). A maioria das caracteristicas principals do 
mecanismo pelo qual ocorre replicagao rapida e precisa do 
DNA agora sao conhecidas, embora muitos detalhes mole- 
culares permanegam por ser elucidados. 

A smtese de DNA, como a smtese de RNA (Cap. 11) e 
protefnas (Cap. 12), envolve tres etapas: (1) iniciagao da ca¬ 
deia, (2) ampliagao, ou alongamento, da cadeia, e (3) termino 


da cadeia. Neste e nos dois capftulos seguintes, examinare¬ 
mos os mecanismos pelos quais as celulas efetuam cada uma 
das tres etapas na smtese destas importantes macromolecu- 
las. Primeiro, entretanto, consideraremos algumas caracte- 
rfsticas importantes de replicagao do DNA. 


Replicagao Semiconservativa 

Quando Watson e Crick deduziram a estrutura da dupla he- 
lice do DNA com seu pareamento complementar de bases, 
eles imediatamente reconheceram que a especificidade do 
pareamento de bases podia fornecer o princfpio fundamen¬ 
tal para um mecanismo simples de duplicagao do DNA. Se 
os dois filamentos complementares de uma dupla helice se 
separam, por rompimento das pontes de hidrogenio de cada 
par de bases, cada filamento parental poderia dirigir a smtese 
de um novo filamento complementar por causa das exigen¬ 
ces de pareamento especffico de bases (Fig. 10.1). Isto e, 
cada filamento parental poderia funcionar como um molde, 
um unico filamento de DNA que especifica a seqiiencia de 
nucleotfdeos de um novo filamento complementar. A ade- 
nina, por exemplo, no filamento parental serviria como um 
molde mediante seu potencial de pontes de hidrogenio para 
a incorporagao de timina no filamento complementar nas¬ 
cente. Este mecanismo de replicagao do DNA e chamado 
replicagao semiconservativa porque cada um dos filamen¬ 
tos complementares da dupla helice parental e conservado 
(ou a dupla helice e “semiconservada”) durante o processo. 

A ocorrencia do mecanismo semiconservativo de Watson 
e Crick de replicagao do DNA na bacteria Escherichia coli foi 
primeiro demonstrada por Matthew Meselson e Franklin 
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Fig. 10.1 ■ Modelo semiconservativo de replicacao do DNA com 
base no pareamento complementar de bases proposto por Watson 
e Crick. Note que cada um dos filamentos parentais e conservado 
e serve como um molde para a sintese de um novo filamento 
complementar; isto e, a sequencia de bases em cada filamento da 
prole e determinada pelos potenciais de pontes de hidrogenio das 
bases no filamento parental. 

Stahl em 1958. Seu estudo definitive) e discutido em detalhes 
em Um Marco na Genetica: O DNA Replica-se Semicon- 
servativamente. Meselson e Stahl usaram o isotopo pesado 
de nitrogenio, 15 N, em lugar do nitrogenio leve normal, 
N, para aumentar a densidade do DNA e entao estudaram 
as mudangas na densidade durante replicagao por centrifu- 
gagao de gradiente de densidade. Veja em Enfoque Tecnico: 


Tecnicas de Centrifugacao uma discussao sobre os tipos di- 
ferentes de gradientes de densidade e seu uso no isolamento 
de moleculas de DNA e no estudo de sua estrutura e re¬ 
plicacao. Foi subseqiientemente mostrado que a replicagao 
do DNA ocorre semiconservativamente em varios outros 
microrganismos. 

A replicagao semiconservativa de cromossomos eucario- 
ticos foi primeiro demonstrada em 1957 pelos resultados de 
experimentos feitos por J. Herbert Taylor, Philip Woods e 
Walter Hughes em celulas da ponta da raiz do feijao-fava, 
Vicia faba. Taylor e colaboradores marcaram os cromosso¬ 
mos de Viciafaba cultivando as pontas de raizes por oito ho- 
ras (menos de uma geragao celular) em meio contendo 3 H- 
timidina radioativa. As pontas da raiz foram entao removidas 
do meio radioativo, lavadas e transferidas para um meio nao 
radioativo contendo o alcaloide colchicina. E sabido que a 
colchicina liga-se a microtubulos e impede a formagao de 
fibras funcionais do fiiso. Como resultado, os cromossomos 
filhos nao sofrem sua separagao a nafa sica normal. Assim, o 
mimero de cromossomos por nucleo duplica a cada ciclo ce¬ 
lular na presenga de colchicina. Essa duplicagao do mimero 
de cromossomos a cada geragao celular permitiu que Taylor 
e seus colaboradores determinassem quantas duplicagoes de 
DNA cada celula sofreu subseqiientemente a incorporagao 
de timidina radioativa. Na primeira metafase em colchicina 
(c-metafase), os nucleos conterao 12 pares de cromatides 
(ainda unidas pelo centromero). Na segunda c-metafase, os 
nucleos conterao 24 pares, e assim em diante. 

Quando a distribuigao da radioatividade nos cromosso¬ 
mos de Vicia faba foi examinada por auto-radiografia (Cap. 
9), ambas as cromatides de cada par foram similarmente 
marcadas na primeira c-metafase (Fig. 10.2#). Entretanto, 
na segunda c-metafase, apenas uma das cromatides de cada 
par era radioativa (Fig. 10 2b). Estes sao exatamente os re¬ 
sultados esperados se a replicagao do DNA for semiconser¬ 
vativa, havendo uma molecula de DNA por cromossomo 
(Fig. 10. 2c). Em 1957, Taylor e seus colaboradores foram 
capazes de concluir que o DNA cromossomico em Vicia faba 
segregou de um modo semiconservativo durante cada divi- 
sao celular. A conclusao de que a dupla helice se replicava 
semiconservativamente no feijao-fava teve que aguardar 
evidencias subseqiientes indicando que cada cromossomo 
contem uma unica molecula de DNA. Experimentos analo- 
gos foram subseqiientemente feitos com varios outros euca- 
riontes, e, em todos os casos, os resultados indicaram que a 
replicagao e semiconservativa. 

Visualiza^ao das Forquilhas de Replicagao 
por Auto-radiografia 

A estrutura geral dos cromossomos bacterianos replicantes 
foi primeiro determinada por John Cairns em 1963, nova- 
mente por meio de auto-radiografia. Cairns cultivou bac- 
terias E. coli em meio contendo 3 H-timidina por varios pe- 
rfodos de tempo, lisou as celulas de modo suave para nao 
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Auto-radiografias de cromossomos de Vicia faba 
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(a) Primeira metafase apos (b) Segunda metafase apos 
replicacao em 3 H-timidina. uma replicacao adicional 

em 1 H-timidina. 
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(c) Interpretacoes das auto-radiografias acima em termos de 
replicacao semiconservativa. 

Fig. 10.2 ■ Resultados e interpretagao do experimento de Taylor e 
co.aboradores mostrando que o DNA cromossomico do feijao-fava, 
vxia faba . se replica por um mecanismo semiconservativo. 


quebrar os cromossomos (ntoleculas longas de DNA sao sen- 
siveis a agitagao) e cuidadosainente coletou os cromossomos 
em membranas de filtragem. Esses filtros foram afixados a 
‘aminas de vidro, revestidos com uma emulsao sensfvel a 
particular (3 (os eletrons de baixa energia emitidos durante o 
decaimento do trftio) e guardados no escuro por um periodo 
de tempo para permitir decaimento radioativo suficiente. 
Quando os filmes foram revelados, as auto-radiografias (Fig. 
10.3<t) mostraram que os cromossomos de E. coli sao estru- 
circulares que existent como intermediaries em forma 
ce 9 durante a replicagao. As auto-radiografias indicaram 
ainda que a deselicoidizaqao dos dois filamentos parentais 
complementares (que e necessaria para sua separa?ao) e sua 
replicacao semiconservativa ocorrem simultaneamente ou 
sao bem acopladas. (domo a dupla helice parental deve girar 


360° para desenrolar cada giro da helice, deve existir algum 
tipo de “rotagao”. Geneticistas hoje sabem que a rotagao ne¬ 
cessaria e uma quebra unifilamentar transitoria (clivagem de 
uma ligagao fosfodiester em um filamento da dupla helice) 
produzida pela agao de enzimas chamadas topoisomerases. 

A interpretagao de Cairns das auto-radiografias foi que 
a replicagao semiconservativa do cromossomo de E. coli 
comegava em um sftio especifico, que e chanvad o orige tn, e 
continuava sequencialmente e unidirecionalmente ao redor 
da estrutura circular (Fig. 10.32)). Evidences subseqiientes 
mostraram que esta interpretagao original estava incor- 
reta em um ponto: a replicagao do cromossomo de E. coli 
ocorre na verdade bidirecionalmente, e nao unidirecional¬ 
mente. Cada estrutura em forma de Ye uma forquilha de 
replicagao, e as duas forquilhas de replicagao movem-se em 
sentidos opostos sequencialmente ao redor do cromossomo 
circular (Fig. 10.3c). 

A replicagao bidirecional do cromossomo circular de E. 
coli discutida ocorre durante a divisao celular. Nao deve ser 
confundida com a replicagao de cfrculo rolante, que medeia 
a transferencia de cromossomos das FIfr para as I* (Cap. 8). 
Alguns cromossomos virais replicam-se pelo mecanismo de 
circulo rolante; veja a segao Replicagao por Cfrculo Rolante, 
rnais adiante neste capftulo. 


Origens Unicas de Replicacao 

Os resultados de Cairns estabeleceram a existencia de um 
sftio de iniciagao ou origem de replicagao no cromossomo 
circular de E. coli , mas nao deram nenhuma indicagao sobre 
se a origem era um sitio unico ou ocorria em sitios aleato- 
rios em uma populagao de cromossomos replicantes. Em 
cromossomos bacterianos e virais, geralmente ha uma unica 
origem por cromossomo, e essa unica origem controla a re¬ 
plicagao de todo o cromossomo. Nos cromossomos grandes 
de eucariontes, varias origens controlam coletivamente a 
replicagao da molecula gigante de DNA presente em cada 
cromossomo. Evidencias atuais indicant que essas varias ori¬ 
gens de replicagao em cromossomos eucarioticos tambem 
ocorrem em locais especfficos. Cada origem controla a re¬ 
plicagao de uma unidade de DNA chamada replicon. Assim, 
a maioria dos cromossomos procarioticos content urn unico 
replicon, enquanto os cromossomos eucarioticos geralmente 
content muitos replicons. 

A origem unica de replicagao, chamada oviC , no crontos- 
somo de E. coli foi caracterizada em consideraveis detalhes. 
OriC tern 245 pares de nucleotfdeos de tamanho e content 
duas seqiiencias repetidas conservadas diferentes (Fig. 10.4). 
Uma sequencia corn 13 pb esta presente como tres repeti- 
goes em tandem. Estas tres repetigSes sao ricas em pares de 
bases A-TJacilitando a formagao de uma regiao localizada 
de separagao de filantento clv.unada bollta de r epli cagao. 
Lembre que os pares de bases A-T sao mantidos juntos por 
apenas duas pontes de hidrogenio, enquanto os pares de 
bases G-C tern tres (Cap. 9). Assim, os dois filamentos de 
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Fig. 10.J ■ Visualizagao da replicagao do cromossomo de E. coli 
por auto-radiografia. (a) Uma das auto-radiografias de Cairns de 
um cromossomo com replicagao na forma 0 de uma celula que 
foi cultivada por duas geragoes na presenga de 3 H-timidina, com 
este diagrama interpretative mostrado na parte esquerda superior. 
Filamentos radioativos do DNA sao mostrados como linhas 
continuas e filamentos nao radioativos como linhas tracejadas. As 
algas A e B completaram uma segunda replicagao em 3 H-timidina; 
a segao C permanece para ser replicada pela segunda vez. As duas 
interpretagoes possi'veis dos resultados de Cairns sao mostradas em 
(b) e (c). Cairns originalmente interpretou seus resultados em termos 
de replicagao unidirecional ( b ). Foi mostrado subsequentemente que 
a replicagao do DNA em E. coli e bidirecional (c). 



(b) Interpretacao original: replicacao unidirecional. 



(c) Interpretacao correta: replicacao bidirecional. 


regioes ricas em A-T do DNA separam-se mais facilmente, 
is to e, com menor gas to de energia. A formagao de uma zona 
localizada de desnaturagao e uma primeira etapa essencial 
na replicagao de todos os DNA bifilamentares. Outro com- 
ponente conservado de oriC e uma seqiiencia de 9 pb que e 
repetida quatro vezes e e intercalada com outras seqiiencias. 
Estas quatro seqiiencias sao sitios de ligagao para uma pro- 
teina que tern um papel importante na formagao da bolha de 
replicagao. Mais adiante neste capitulo discutiremos deta- 
lhes adicionais do processo de iniciagao da sintese de DNA 
nas origens e as protefnas que estao envoKddas. 

As miiltiplas origens de replicagao em cromossomos eucari- 
oticos tambem parecern ser seqiiencias especfficas de DNA. Na 
levedura Saccharomyces cerevisiae , segmentos de DNA cromos- 
somico que permitem a um fragmento de DNA circular re- 
plicar-se como uma unidade independente (autonomamente), 
isto e, como uma unidade extracromossomica auto-replicante, 
foram identificados e caracterizados. Tais seqiiencias sao cha- 


madas elementos ARS (para seqiiencias de replicagao auto¬ 
noma). Sua freqiiencia no genoma de levedura corresponde 
bem ao numero de origens de replicagao, e foi mostrado ex- 
perimentalmente que algumas funcionam como origens. Os 
elementos ARS tern cerca de 50 pares de bases de tamanho e 
incluem um cerne de seqiiencia de 11 pb rica em A-T, 

ATTTATPuTTTA 

TAAATAPiAAAT 

(onde Pu e uma das duas purinas e Pi e uma das duas pirimi- 
dinas), e copias imperfeitas adicionais desta seqiiencia. A ca- 
pacidade dos elementos ARS de funcionar como origens de 
replicagao e abolida por mudangas de pares de bases dentro 
dessa seqiiencia cerne conservada. 

As tentativas de caracterizar as origens de replicagao em 
eucariontes multicelulares foram amplamente infrutiferas. A 
despeito das evidencias de que a replicagao e iniciada em se- 
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[NFOQUE JECNKO: Tecnicas de Centrifugacao 

Centrifuga<;ao em Gradiente de Densidade de 
Equilibrio de Cloreto de Cesio e Centrifugaqao 
em Gradiente de Densidade de Velocidade de 
Sacarose: Duas Ferramentas Distintas e 
Importantes 

Embora os gradientes de densidade de cloreto de cesio (CsCl) e de 
sacarose sejam ambos usados para estudar acidos nucleicos, estas 
duas tecnicas sao usadas para fins totalmente diferentes. 


\A/0 


0 Preparar solucao de CsCl 6M e adicionar mistura de DNA 
contendo 14 N e 15 N. 


Centrifugacao em Gradiente de Densidade de 
Equilibrio de CsCl 

Os gradientes de densidade de CsCl que sao usados para analisar 
acidos nucleicos sao gradientes de densidade de equilibrio. Eles 
sao usados para separar moleculas de acidos nucleicos com base 
em suas densidades, as quais determinam as posigoes em que as 
moleculas farao uma banda no gradiente de densidade linear pro- 
duzido em um tubo de centrifuga em condic^oes de equilibrio. 

Quando uma soluqao salina concentrada tal como CsCl 6 M 
e centrifugada em velocidades muito altas (30.000 a 50.000 gi- 
ros por minuto) por 48 a 72 horas, e formado um gradiente de 
densidade de equilibrio (Fig. 1). A for<;a centrifuga causada pelo 
giro da solucao em altas velocidades sedimenta o sal para a parte 
de baixo do tubo. Entretanto, a difusao, uma forqa contraposta, 
resulta em movimento das moleculas de sal de volta para o topo 
(baixa concentraqao de sal) do tubo. Apos um perfodo suficiente 
de centrifugacao de alta velocidade, e atingido um equilibrio en- 
tre sedimentacao e difusao, quando existe um gradiente linear de 
densidade crescente de cima para baixo no tubo. 

A densidade do CsCl 6 M e de cerca de 1,7 g/cm 3 ; em equilibrio, 
o gradiente de densidade linear produzido por centrifugacao em 
alta velocidade de uma solucao de CsCl 6 M ira variar de cerca de 
1,65 g/cm 3 em cima do tubo ate cerca de 1,75 g/cm 3 na parte de 
baixo do tubo. As densidades dos acidos nucleicos de ocorrencia 
mais natural caem dentro desta faixa. Se DNA esta presente em 
tal gradiente, ele ira mover-se para uma posiqao onde a densi¬ 
dade da solucao salina e igual a sua propria densidade. Assim, se 
uma mistura de DNA de E. coli contendo o isotopo pesado de 
nitrogenio, 15 N, e DNA de £. coli contendo o isotopo leve normal 
de nitrogenio, 14 N, for submetida a centrifugacao de gradiente 
de densidade de equilibrio de CsCl, as moleculas de DNA irao 
separar-se em duas “bandas” uma consistindo em DNA “pesado” 
(contendo 15 N) e a outra em DNA “leve” (contendo 14 N). 

Centrifugacao em Gradiente de Densidade de 
Velocidade de Sacarose 

Os gradientes de densidade de sacarose que sao usados para ana¬ 
lisar acidos nucleicos sao gradientes de densidade de velocidade. 





y 0 Centrifugar a 50.000 rpm por 48 a 72 horas. 



1 t 

1 f 

■mmm 

vaaga;....-- — 

LP 

c 




E estabelecido um equilibrio entre 

<^ZZI forca centrifuga 
e 

difusao CZ^> 


m 





j Q t Fazer furo no fundo do tubo de centrifuga e coletar fracoes. 

— DNA contendo 14 N 


'ey 'ey 'ey 'ey 'ey 'ey 'ey 

^DNA contendo 15 N 


Fig. 1 ■ Gradiente de densidade de equilibrio de CsCl. 
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[NFOQUE JECNICO: Tecnicas de Centrifugacao (continuacao) 


Eles sao usados para avaliar os tamanhos de moleculas de acidos 
nucleicos com base em suas taxas ou velocidades de movimento 
atraves de um gradiente de densidade de sacarose pre-formado 
quando exposto a uma forqa centrifuga. 

Um marcador de gradiente e usado para preparar um gradiente 
de densidade pre-formado em um tubo de centrifuga (Fig. 2). O mar¬ 
cador de gradiente contem duas camaras para soluqoes de sacarose. 
Uma camara e cheia com uma soluqao de sacarose da concentra- 
qao desejada no fundo do tubo da centrifuga; a outra e cheia com 
uma soluqao de sacarose com a concentraqao desejada no topo do 
tubo. A medida que o tubo e enchido, a soluqao de sacarose em alta 
concentraqao e progressivamente diluida com a soluqao de baixa 
concentraqao, produzindo um gradiente linear no tubo. 

Embora possa ser usada qualquer faixa de concentrates de sa¬ 
carose, 5 a 20 por cento e 10 a 40 por cento dos gradientes de 
sacarose sao amplamente usados para separar acidos nucleicos. A 
soluqao contendo as moleculas a serem analisadas e colocada no 
topo do gradiente de sacarose antes da centrifugaqao. A densidade 
desta soluqao deve ser mais baixa que a densidade de sacarose no 
topo do tubo de centrifuga de modo que ela ficara na superficie do 
gradiente de sacarose. O tubo e entao colocado em um suporte do 
rotor giratorio e centrifugado em alta velocidade (20.000 a 30.000 
giros por minuto) por uma a algumas horas. A forqa centrifuga faz 
com que as macromoleculas migrem atraves do gradiente, com as 
moleculas maiores movendo-se mais rapido que as moleculas me- 
nores com a mesma forma. Se a centrifugaqao for continuada por 
muito tempo, todas as macromoleculas irao acumular-se no fundo 
do tubo. Se estiver presente o corante brometo de etidio, que se 
liga ao DNA e fluoresce quando exposto a luz ultravioleta (UV), 
as bandas de DNA no gradiente podem ser vistas com iluminaqao 
UV. Apos a centrifugaqao, e feito um pequeno oriffcio no fundo do 
tubo de centrifuga, e gotas da soluqao sao coletadas em tubos de 
ensaio para subsequente analise. As fraqoes coletadas representam 
camadas sucessivas do gradiente de sacarose e quaisquer moleculas 
existentes quando a centrifugaqao foi terminada. 

A velocidade na qual uma macromolecula ira mover-se atraves 
de tal gradiente e determinada primariamente por seu peso mo¬ 
lecular e forma. A velocidade de movimento das moleculas atra¬ 
ves de uma soluqao de menor densidade durante sedimentaqao 
e medida por seu coeficiente de sedimentaqao (s), que e igual a 
velocidade/forqa centrifuga. A maioria das macromoleculas tern 
valores s entre 10' 13 e 1CF 11 segundo. Portanto, um coeficiente de 
sedimentaqao de 1CF 13 segundo foi denominado uma unidade Sved- 
berg (S). Foi assim denominado em homenagem a Svedberg, o 
cientista que inventou a ultracentrifuga. A unidade Svedberg e a 
unidade comumente usada para velocidade de sedimentaqao ao 
lidar com macromoleculas ou complexos macromoleculares. Por 
exemplo, os acidos nucleicos sao as vezes chamados moleculas 
5S ou 10S, e as subunidades dos ribossomos de procariontes sao 
frequentemente referidas como subunidades 30S e 50S. 




Preparar gradiente pre-formado. 


Pequeno misturador 




DNA de bacteriofago 
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Fig. 2 ■ Gradiente de densidade de velocidade de sacarose. 
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GATCTNTTNTTTT TTATNCANA 



Seqiiencias Quatro sitios de ligacao 

''. de 13 unidades de proteina de iniciacao, -' 

.em tandem com 9 unidades--' 


or/C 

(245 pb) 



Fig. 10.4 ■ Estrutura de oriC, a unica origem de replicagao no 
cromossomo de E. coli. 

cuencias especificas in vivo e da disponibilidade das seqiien- 
cias de genomas inteiros, os componentes de uma origem 
funcional ainda nao estao claros. Parece haver dois motivos 
principals para essa falha em identdficar as origens de repli¬ 
cacao. Primeiro, os testes funcionais usados em leveduras - a 
capacidade da origem de apoiar a replicacao de um plasmfdeo 
ou cromossomo artificial — nao deram resultados confiaveis 
em outros eucariontes. As seqiiencias que apoiam a replica¬ 
cao de plasmideos em celulas dc marmferos, por exemplo, em 
jeral resultam no inicio de replicacao em sitios aleatorios ou 
miiltiplos. Segundo, evidences consideraveis sugerem hoje 
cue o inicio da replicagao envolve seqiiencias relativamente 
eras de DNA, de ate milhares de pares de bases, em meta- 
zoarios, dificultando a caracterizagao das origens. 

Um enfoque bem-sucedido para caracterizar as origens 
de replicacao que funcionam em eucariontes superiores foi 


estudar a replicacao de virus com DNA. A replicacao do 
virus 40 de simios (SV40) foi amplamente estudada. O SV40 
reproduz-se em celulas de primatas que crescem em cultura. 

O genoma do SV40 e uma dupla helice circular de DNA 
contendo apenas 5.243 pares de nucleotideos, o que o torna 
ideal para estudos de replicacao do DNA em eucariontes. A 
maior parte dos detalhes de replicacao do SV40 sao conhe- 
cidos. Uma seqiiencia de 64 pares de nucleotideos, o cerne 
da origem (Fig. 10.5), e tudo o que e necessario para iniciar 
replicacao do DNA em celulas infectadas. O cerne de ori¬ 
gem content um elemento central com 2 7 pares de nucle¬ 
otideos flanqueados por uma seqiiencia rica em AT e outra 
seqiiencia. A replicacao e iniciada quando uma proteina viral 
chamada grande antigeno T se liga a regiao do cerne de ori¬ 
gem e, com a ajuda de proteinas celulares, inicia a deselicoi- 
dizagao dos filamentos de DNA na origem. Curiosamente, 
alguns virus com DNA grande tais como o Epstein-Barr 
contem tres origens de replicacao. Uma origem e usada para 
replicacao durante infeegoes latentes e as outras duas origens 
controlam a replicacao em infeccoes produtivas, ou liticas. 

Replicacao Bidirecional 

Cairns interpretou seus auto-radiogramas de replicagao dos 
cromossomos de E. coli com base na visao prevalente de que 
a replicagao comega em uma unica origem e que uma unica 
forquilha de replicagao se move unidirecionalmente ao redor 
do cromossomo circular (Fig. 10.36). Entretanto, seus resul¬ 
tados podem ser explicados igualmente bem pela formagao 
de duas forquilhas na origem unica, com as duas forquilhas 
movendo-se em diregoes opostas, ou bidirecionalmente, ao 
redor do cromossomo circular (Fig. 10.3c). Hoje, temos evi¬ 
dencias defmitivas mostrando que a replicagao em E. coli e 
muitos outros procariontes ocorre bidirecionalmente a par- 
tir de uma unica origem. 

Areplicagao bidirecional foi primeiro demonstrada convin- 
centemente por experimentos com alguns dos pequenos vi¬ 
rus bacterianos que infectam E. coli. O bacteriofago lambda 
(fago X) contem uma unica molecula linear de DNA com 
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Fig. TO.5 ■ O cerne da origem de replicagao do virus 40 de simios (SV40). O cerne da origem e a seqiiencia minima que pode iniciar 
reeljQcao - vivo. Palindromos sao seqiiencias de DNA com a mesma seqiiencia de nucleotideos quando lida em sentido oposto a partir de 
an*por.to central de simetria. Eles sao geralmente os sitios de ligagao para proteinas que interagem com o DNA, tais como o grande antigeno 
- £ . 40. que e a primeira proteina a se ligar ao cerne de origem durante o inicio da replicagao do SV40. 
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apenas 17,5 pm de tamanho. O cromossomo do fago X e um 
tanto incomum porque tem uma regiao unifilamentar, com 
12 nucleotfdeos de tamanho, na ponta 5’ de cada filamento 
complementar (Fig. 10.6). Essas pontas unifilamentares, cha- 
madas “coesivas” ou “adesivas”, sao complementares umas 
as outras. As pontas coesivas de um cromossomo lambda 
podem, portanto, formar pares de bases em uma estrutura 
circular com pontes de hidrogenio. Um dos primeiros even- 
tos a ocorrer apos um cromossomo lambda ser injetado em 
uma celula hospedeira e a sua conversao em uma molecula 
circular covalentemente fechada (Fig. 10.6). Essa conversao 
da forma circular com pontes de hidrogenio para a forma 
circular fechada covalentemente e catalisada pela DNA-li- 
gase , uma enzima importante que fecha quebras unifilamen¬ 
tares em duplas helices de DNA. A DNA-ligase e necessaria 

Cromossomo linear de fago A presente em virions maduros 

3 ‘ iTl I I I I I CCCCGCCGCTGGA 5 
5 ' G 6 GC6GCGACCTC|j|ll | |||]|G 3' A 


V 

Pontas “coesivas” unifilamentares com 12 bases 

it 




Fig. 10.6 ■ A interconversao do cromossomo lambda linear com 
suas pontas coesivas complementares, o cromossomo lambda 
circular com pontes de hidrogenio e o cromossomo lambda circular 
fechado covalentemente. A forma linear do cromossomo parece 
ser uma adaptagao para facilitar sua injegao da cabega do fago pela 
pequena abertura na cauda do fago para a celula hospedeira durante 
infecgao. Antes de se replicar na celula hospedeira, o cromossomo 
e convertido para a forma circular fechada covalentemente. Sao 
mostradas apenas as pontas do cromossomo do fago maduro. A 
linha vertical com uma ondulagao indica que a parte central do 
cromossomo nao e mostrada. Todo cromossomo lambda tem cerca 
de 48.502 pares de nucleotfdeos de tamanho. 


em todos os organismos para replicagao do DNA, reparo do 
DNA e recombinagao entre as moleculas de DNA. Como 
o cromossomo de E. coli, o cromossomo lambda replica-se 
em sua forma circular por meio de intermediaries em forma 
de 0. 

A caracteristica do cromossomo lambda que facilitou a 
demonstragao de replicagao bidirecional e sua diferenciagao 
em regioes contendo altas concentragoes de adenina e timina 
(regioes ricas em A-T) e regioes com grandes quantidades de 
guanina e citosina (regioes ricas em G-C). Em particular, ele 
content alguns segmentos com alto conteudo de A-T (gru- 
pos ricos em A-T). No final dos anos 1960, Maria Schnos e 
Ross Inman usaram esses grupos ricos em grupos A-T como 
marcadores ffsicos para demonstrar, por meio de uma tecnica 
chamada mapeamento de desnaturagao, que a replicagao do 
cromossomo lambda e iniciada em uma unica origem e conti- 
nua bidirecionalmente em vez de unidirecionahnente. 

Quando moleculas de DNA sao expostas a alta tempe- 
ratura (100°C) ou pH alto (11,4), as pontes de hidrogenio e 
ligagoes hidrofobicas que unem os filamentos complemen¬ 
tares na configuragao de dupla helice sao quebradas, e os 
dois filamentos separam-se, um processo chamado desna¬ 
turagao. Como os pares de bases A-T sao mantidos juntos 
por apenas duas pontes de hidrogenio, em comparagao com 
tres pontes de hidrogenio nos pares G-C, moleculas ricas 
em A-T desnaturam-se mais facilmente (em pFI ou tempe- 
raturas mais baixas) que moleculas ricas em G-C. Quando 
cromossomos lambda sao expostos a pH de 11,05 por 10 
minutos em condigoes apropriadas, os grupos ricos em A- 
T desnaturam-se para formar bolhas de desnaturagao, que 
sao detectaveis por microscopia eletronica, enquanto as re¬ 
gioes ricas em G-C permanecem no estado de dupla helice 
(Fig. 10.7). Tais bolhas de desnaturagao podem ser usadas 
como marcadores ffsicos, esteja o cromossomo lambda em 
sua forma linear madura, em sua forma circular ou em seus 
intermediarios replicativos em forma de 0. Examinando as 
posigoes dos pontos de ramificagao (estruturas em forma de 
Y) relativas as posigoes das bolhas de desnaturagao em um 
numero maior de intermediarios de replicagao em forma 
de 0, Schnos e Inman demonstraram que ambos os pontos 
de ramificagao sao forquilhas de replicagao que se movem 
em send dos opostos ao redor do cromossomo circular. A 
Fig. 10.8 mostra os resultados esperados no experimento 
de Schnos e Inman se a replicagao e (a) unidirecional ou ( b ) 
bidirecional. Os resultados demonstraram claramente que a 
replicagao do cromossomo lambda e bidirecional. 

Replicagao bidirecional de uma origem fixa tambem foi 
demonstrada para varios organismos com cromossomos que 
se replicam como estruturas lineares. A replicagao do cro¬ 
mossomo do fago T7, outro pequeno bacteriofago, comega 
em um sftio unico perto de uma ponta para formar uma 
estrutura em forma de “olho” (Fig. 10.9 a) e entao conti- 
nua bidirecionalmente ate que uma forquilha atinja a ponta 
mais proxima. A replicagao da estrutura em forma de Y (Fig. 
10.9/7) continua ate que a segunda forquilha atinja a outra 
ponta da molecula, produzindo dois cromossomos da prole. 
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(d) Diagrama na forma linear do intermediary replicativo X em (c) 
mostrando as posicoes das bolhas de desnaturacao relativas 
as forquilhas de replicacao. 


Fig. 10.7 ■ llustraqao do uso dos sitios de desnaturacao 
replica bidirecionalmente, e nao unidirecionalmente. 
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IS UM I^ARCO NA (jENETKA: 0 DNA Replica-se Semiconservativamente 


Cinco semanas apos o surgimento da publicaqao de Watson e Crick 
descrevendo a estrutura da dupla helice do DNA, eles publicaram 
outro trabalho 1 propondo um mecanismo pelo qual a dupla helice 
podia replicar-se. Eles propuseram que dois filamentos comple- 
mentares da dupla helice desenrolam-se e se separam e que cada 
filamento orienta a sintese de um novo filamento complementar. 
A sequencia de bases em cada filamento parental e usada como 
um molde, e as restriqoes de pareamento de bases dentro da du¬ 
pla helice - adenina com timina e guanina com citosina - ditam 
a sequencia de bases no filamento recem-sintetizado. O meca¬ 
nismo de Watson-Crick hoje e chamado replicaqao semiconserva¬ 
tiva (porque a molecula parental e metade conservada) para dis- 
tingui-lo de outros possiveis mecanismos de replicaqao (Fig. 1). Na 
replicaqao conservativa, a dupla helice parental seria conservada, 
e uma nova prole de dupla helice seria sintetizada. Na replicaqao 
dispersiva, segmentos de ambos os filamentos da molecula de 
DNA parental seriam conservados e usados como moldes para 
a sintese de segmentos complementares que subsequentemente 
seriam unidos para produzir filamentos de DNA da prole. 

Em 1958, Matthew Meselson e Franklin Stahl demonstraram 
que o cromossomo de Escherichia coli replica-se semiconserva¬ 
tivamente. 2 Entretanto, na epoca, nao havia evidencias decisivas 
mostrando que o cromossomo de E. coli era uma unica dupla he¬ 
lice de DNA. John Cairns forneceu tal evidencia em 1962. 3 Apos 

Vatson, J. D., e F. H. C. Crick. 1953. Genetical implications of the structure of 
deoxyribonucleic acid. Nature 171:964-969. 

2 Meselson, M. f e F. Stahl. 1958. The replication of DNA in Escherichia coli. Proc. 
Natl. Acad Sci, U.S.A. 44:671-682. 

3 Cairns, J. 1962. A proof that the replication of DNA involves separation of the 
strands. Nature 194:1274. 


Cairns mostrar que o cromossomo de E. coli continha uma unica 
dupla helice de DNA, Meselson e Stahl apresentaram a prova defi- 
nitiva de que o DNA se replica semiconservativamente em E. coli. 

Meselson e Stahl cultivaram bacterias E. coli por muitas gera- 
qoes em um meio no qual o isotopo pesado de nitrogenio, N, 
foi substituido pelo isotopo normal leve, 14 N. As bases purinicas e 
pirimidinicas no DNA contem nitrogenio. Assim, o DNA de bacte¬ 
rias cultivadas em meio contendo 15 N terao uma densidade maior 
(massa por unidade de volume) do que o DNA de celulas cultiva¬ 
das em meio contendo 14 N. Moleculas com densidades diferentes 
podem ser separadas por um procedimento chamado centrifu- 
gaqao de gradiente de densidade de equilibrio (veja Enfoque 
Tecnico: Tecnicas de Centrifugaqao). Como resultado, Meselson 
e Stahl foram capazes de distinguir entre os tres possiveis modos 
de replicaqao do DNA seguindo as mudanqas na densidade do 
DNA de celulas cultivadas em meio com 15 N e entao transferidas 
para meio com 14 N por varios periodos de tempo, os chamados 
experimentos de transference de densidade. 

A densidade da maioria dos DNA e mais ou menos a mesma 
densidade de soluqoes concentradas de sais pesados tais como o 
cloreto de cesio (CsCl). Por exemplo, a densidade de CsCl 6 M e 
de cerca de 1,7 g/cm 3 . O DNA de £. coli contendo 14 N tern uma 
densidade de 1,710 g/cm 3 . A substituiqao de 15 N por 14 N aumenta a 
densidade do DNA de £. coli para 1,724 g/cm 3 . Quando uma soluqao 
de CsCl 6M e centrifugada em velocidades muito altas por longos 
periodos de tempo, e formado um gradiente de densidade de equi¬ 
librio (veja Enfoque Tecnico: Tecnicas de Centrifugaqao). Se DNA 
esta presente em tal gradiente, ele ira mover-se para uma posiqao 
em que a densidade de CsCl e igual a sua propria densidade. 

Meselson e Stahl usaram bacterias que haviam sido cultivadas 
em meio contendo 15 N por varias geraqdes (e portanto continham 
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Fig.1 ■ Tres modos possiveis de replicaqao 
do DNA: (1) semiconservativa, na qual 
cada filamento da dupla helice parental 
e conservado e dirige a sintese de um 
novo filamento prole complementar; (2) 
conservativa, na qual a dupla helice parental 
e conservada e dirige a sintese de uma nova 
dupla helice prole; e (3) dispersiva, na qual 
os segmentos de cada filamento parental 
sao conservados e dirigem a sintese de 
novos segmentos complementares que sao 
subsequentemente unidos para produzir uma 
prole de novos filamentos. 
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DM MARCO NA gENETKA (continual) 



DNA “pesado”), lavaram-nas para remover o meio contendo 15 N e 
as transferiram para um meio contendo 14 N. Depois que as celulas 
se multiplicaram na presenqa de 14 N por varios periodos de tempo, 
os DNA foram extraidos e analisados em gradientes de densidade 
de equilibrio de CsCl. Os resultados de seu experimento (Fig. 2) sao 
consistentes apenas com a replicaqao semiconservativa, excluindo 
os modelos conservative e dispersivo de sintese de DNA. Todo 
o DNA isolado das celulas apos uma geraqao de crescimento em 
meio contendo 14 N tinha uma densidade que era a metade entre as 
densidades do DNA “pesado” e do DNA “leve” Essa densidade in¬ 
termediary geralmente e chamada densidade “hi'brida”. Apos duas 
geraqoes de crescimento em meio contendo 14 N, metade do DNA 
era de densidade hibrida e metade era leve. Tais resultados sao exa- 
tamente os previstos pelo modelo semiconservativo de replicaqao 


de Watson e Crick (Fig. 2). Uma geraqao de replicaqao semiconser¬ 
vativa de uma dupla helice parental contendo 1S N no meio con¬ 
tendo apenas 14 N produziria duas helices duplas, ambas tendo 15 N 
em um filamento (o filamento “antigo”) e 14 N no outro filamento (o 
filamento “novo”). Tais moleculas seriam de densidade hibrida. 

A replicaqao conservativa nao produziria moleculas de DNA 
com densidade hibrida. Apos uma geraqao de replicaqao conser¬ 
vativa de DNA pesado em meio leve, metade do DNA ainda seria 
pesado e metade seria leve. Se a replicaqao fosse dispersiva, Me- 
selson e Stahl teriam observado uma mudanqa do DNA de pesado 
para leve em cada geraqao (isto e, “metade pesado” ou hibrido 
apos uma geraqao, “um quarto pesado” apos duas geraqoes e as- 
sim em diante). Estas possibilidades sao claramente inconsistentes 
com os resultados do experimento de Meselson e Stahl. 
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Fig. 2 ■ Experimento de Meselson e Stahl demonstrando que o DNA se replica por um mecanismo semiconservativo em E. coli. O diagrams 
mostra que os resultados de seu experimento sao os esperados se o cromossomo de E. coli replica-se semiconservativamente. Resultados 
diferentes teriam sido obtidos se a replicaqao do DNA em E. coli fosse ou conservativa ou dispersiva (veja Fig. 1). 
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UM ^ARCO NA QENETICA (continuacao) 


QUESTOES PARA DISCUSSOES 

1. A replicagao do DNA deve ser altamente precisa para facilitar 
a transference de informagao genetica dos genitores para a 
prole. Entretanto, ela nao pode ser muito precisa porque e 
necessaria nova variagao genetica para que ocorra evolugao, 
permitindo que os organismos se adaptem a mudangas no 
meio. O que determina o equilfbrio apropriado entre a trans- 
missao precisa do material genetico de genitores para a prole 
e a geragao de nova variagao, isto e, a ocorrencia de novas 
mutagoes? 


2. Lima copia do genoma humano contem cerca de 3 bilhoes de 
pares de nucleotideos. Apenas um pouco mais de 1% desse 
DNA codifica protei'nas, enquanto as partes nao codificantes 
de genes constituem cerca de 24% do genoma. Assim, quase 
75% do genoma humano e de DNA intergenico. Considerando 
que se gasta muita energia para replicar esse DNA nao codifi- 
cante cada vez que uma celula se divide, por que esse DNA e 
mantido no genoma? Ele desempenha fungdes importantes? 
Que funcoes pode desempenhar um DNA nao coditicante? Al- 
gumas de tais sequences intergenicas sao altamente conserva- 
das em especies correlatas. Essa conservagao fornece alguma 
informagao sobre sua importance? 



Fig. 10.9 ■ Micrografias eletronicas de cromossomos replicantes do bacteriofago T7. O cromossomo do fago T7, ao eontrario dos 
cromossomos de E. coli e do fago A, replica-se como uma estrutura linear. Sua origem de replicagao esta situada em 17% do tamanho do 
cromossomo distante de uma ponta (a ponta esquerda do cromossomo mostrado). O cromossomo em (a) ilustra a forma de “olho” (■<=>) 
caracteristica dos primeiros estagios na replica^ao de moleculas lineares de DNA. A replica<;ao continua bidirecionalmente a partir da 
origem ate que a forquilha ao mover-se para a esquerda atinja a ponta esquerda da molecula, produzindo uma estrutura em Y tal como a 
mostrada em ( b ). 


A replicagao do DNA cromossomico em eucariontes 
tambem e bidirecional nos casos em que ela foi investdgada. 
Entretanto, a replicagao bidirecional nao e universal. O cro¬ 
mossomo do coli fago P2, que se replica como uma estrutura 
em forma de 0 a semelhanga do cromossomo lambda, re¬ 
plica-se unidirecionalmente a partir de uma origem unica. 

M P0NT0S IMPORTANTES 

■ O DNA replica-se por um mecanismo semiconservativo: a me- 
dida que os dois filamentos complementares de uma dupla 
helice parental se desenrolam e se separam, cada um serve 
como um molde para a sfntese de um novo filamento comple- 
mentar. 

■ Os potenciais de pontes de hidrogenio das bases nos filamen¬ 
tos moldes especificam as sequences de bases complementa¬ 
res nos filamentos de DNA nascentes. 

■ A replicagao e iniciada em origens unicas e em geral continua 
bidirecionalmente a partir de cada origem. 


DNA-POUMERASES E SINTESE DE DNA 
IN VITRO 

Muito do que sabemos sobre sintese de DNA foi 
deduzido de estudos in vitro. 

Muito se tern aprendido sobre os me- 
canismos moleculares envolvidos em 
processos biologicos mediante rompi- 
mento de celulas, separagao das varias 
organelas, macromoleculas e outros 
componentes e entao reconstituigao de sistemas no tubo de 
ensaio, chamados sistemas in vitro , que sao capazes de efe- 
tuar determinados eventos metabolicos. Tais sistemas in vi¬ 
no podem ser dissecados bioquimicamente com muito mais 
facilidade do que sistemas in vivo. Claramente, a informagao 
obtida de estudos de sistemas in vitro tern sido inestima- 
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vel. Entretanto, nunca devemos supor que um fenomeno 
demonstrado in vitro ocorre in vivo. Tal extrapolagao so deve 
ser feita quando evidencias independentes de estudos in vivo 
validam os estudos in vitro . 


Descoberta da DNA-polimerase I em Escherichia coli 

A sintese in vitro de DNA foi primeiro feita por Arthur Kor- 
nberg e setis colaboradores em 1957. Kornberg, que recebeu 
um Premio Nobel em 1959 por seu trabalho, isolou uma 
enzima de E. coli que catalisa a adigao covalente de nucle¬ 
otideos a cadeias de DNA preexistentes. Inicialmente cha- 
mada DNA-polimerase ou “enzima de Kornberg”, hoje e 
conhecida como DNA-polimerase I. A enzima requer os 
5’-trifosfatos de cada um dos quatro desoxirribonucleosi- 
deos - desoxiadenosina-trifosfato (dATP), desoxitimidina- 
trifosfato (dTTP), desoxiguanosina-trifosfato (dGTP) e de- 
soxicitidina-trifosfato (dCTP) - e so e ativa na presenca de 
ions Mg 2+ e DNA preexistente. Esse DNA deve fornecer 
dois componentes essenciais, um servindo como um primer 
e o outro como um molde (Fig. 10.10). 


1. O primer de DNA fornece um termino com uma ponta 
3’-OH a qual sao adicionados nucleotideos durante a sin- 
tese de DNA. A DNA-polimerase I nao pode iniciar a 
sintese de cadeias de DNA de novo. Ela tern uma neces- 
sidade absoluta de uma 3’-hidroxila livre em uma cadeia 
preexistente de DNA. A DNA-polimerase I catalisa a 
formagao de uma ponte fosfodiester entre a 3’-OH no 
final do primer da cadeia de DNA e o 5’-fosfato do deso- 
xirribonucleotfdeo que chega. 
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Fig. 10.10 ■ Os requisitos de um molde e um primer das 
DNA-polimerases. Todas as DNA-polimerases precisam de um 
filamento primer (mostrado a direita) com uma 3'-hidroxila livre. 

O filamento primer e covalentemente ampliado pela adigao de 
nucleotideos (tais como dTMP, derivado do precursor dTTP que 
chega). Alem disso, as DNA-polimerases precisam de um filamento 
molde (mostrado a esquerda), que determina a sequencia de bases 
do filamento que esta sendo sintetizado. O novo filamento sera 
complementar ao filamento molde. 


2. O molde de DNA fornece a sequencia de nucleotideos 
que especifica a sequencia complementar da cadeia nas- 
cente de DNA. A DNA-polimerase I requer um molde 
de DNA cuja sequencia de bases dite, por seu potencial 
de pareamento de bases, a sintese de uma sequencia de 
bases complementares no filamento a ser sintetizado. 

A reagao catalisada pela DNA-polimerase I e um ataque nu- 
cleofflico pela 3’-OH a ponta do filamento primer no nucle- 
otidil ou atomo interior de fosforo do nucleosideo trifosfato 
precursor com a eliminagao de pirofosfato. Este mecanismo 
de reagao explica a necessidade absoluta de DNA-polimerase 
I de um grupo 3’-OH livre no filamento primer do DNA que 
esta sendo covalentemente ampliado e determina que 0 sen- 
tido da sintese seja sempre de 5' —> 5’ (Fig. 10.11). 

A DNA-polimerase I e um polipeptfdeo unico com peso 
molecular de 103.000 codificado por um gene chamado 
polA. Entretanto, pesquisas subseqiientes mostraram que 
a DNA-polimerase I nao e a verdadeira “DNA-replicase” 
em E. coli. Ela nao catalisa a replicagao semiconservativa 
do cromossomo de E. coli. Esta fungao e feita por outra 
enzima. Entretanto, a DNA-polimerase I desempenha fun- 
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Fig. 10.11 ■ Mecanismo de agao da DNA-polimerase I: a ampliagao 
covalente de um filamento primer de DNA e no sentido 5’ —> 

3’. A cadeia existente termina na ponta 3’ com o nucleotideo 
desoxiguanilato (desoxiguanosina-5’-fosfato). O diagrama mostra 
a adigao catalisada pela DNA-polimerase do monofosfato de 
desoxitimidina (a partir do precursor trifosfato de desoxitimidina, 
dTTP) na ponta 3’ da cadeia com a liberagao de pirofosfato (P 2 O 7 ). 
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cer esta fungao. De fato, existem pelo menos quatro outras 
DNA-polimerases, DNA-polimerase II, DNA-polimerase 
III, DNA-polimerase IV e DNA-polimerase V, em E . coli. 
Como a DNA-polimerase I, a DNA-polimerase II e uma en- 
zima de reparo do DNA, mas ela representa uma pequena 
proporgao da atividade de polimerase em uma E. coli. A DNA- 
polimerase II e um polipeptideo unico com atividades de po¬ 
limerase 5’ —> 3’ e exonuclease 3 ? —> 5’. Entretanto, ela nao 
exerce atividade de exonuclease 5’ —> 3\ Em contraste com 
as DNA-polimerases I e II, as DNA-polimerases HI sao um 
complexo enzimatico composto de muitas submiidades dife- 
rentes. Como a DNA polimerase II, a DNA polimerase HI 
exerce atividades de polimerase 5’ —> 3’ e exonuclease 3’ —> 5\ 
Entretanto, ela tern uma exonuclease 5’ —> 3’ que e ativa ape- 
nas no DNA unifilamentar. As DNA-polimerases IV e V mais 
recentemente caracterizadas, juntamente com a polimerase 
II, desempenham papeis importantes na replicagao de DNA 
danificado, com a polimerase envolvida dependendo do tipo 
de dano. Suas fungoes sao mais bem discutidas no Cap. 13. 

Organismos eucarioticos sao ainda mais complexos, com 
sete DNA-polimerases diferentes tendo sido identificadas 
ate agora. As sete DNA-polimerases caracterizadas em ma- 
miferos foram denominadas a, (3, y, 8, 8, C, e rj. Duas ou 
mais DNA-polimerases (a, 8, e/ou e) funcionam juntas para 
efetuar a replicagao semiconservativa do DNA nuclear. A 
DNA-polimerase y e responsavel pela replicagao do DNA 
em mitocondrias e as DNA-polimerases P, C, e r\ sao enzimas 
nucleares de reparo do DNA. Algumas das DNA-polimera¬ 
ses de eucariontes nao tern atividade de exonuclease 3 ? —> 5’ 
que esta presente em DNA-polimerases procarioticas. 

Todas as DNA-polimerases estudadas ate agora, proca¬ 
rioticas e eucarioticas, catalisam a mesma reagao basica: um 
ataque nucleofilico pela 3 ? -OH livre na ponta do filamento 
primer no fosforo nucleotidil do trifosfato de nucleosideo 
precursor. Assim, todas as DNA-polimerases tern necessi- 
dade absoluta de um grupo 3 , -hidroxila livre em um fila¬ 
mento primer preexistente. Nenhuma dessas DNA-polime¬ 
rases pode iniciar novas cadeias de DNA de novo , e toda a 
sintese de DNA ocorre no sentido 5’ —> 3\ 

As principais DNA-polimerases replicativas sao incrivel- 
mente precisas, incorporando nucleotideos incorretos com 
uma frequencia inicial de lO 0 a 10" 6 . (Algumas polimerases 
de reparo sao propensas a erro - veja Cap. 13.) Estudos re- 
centes da estrutura cristalina do complexo formado por uma 
DNA-polimerase monomerica, um precursor de trifosfato 
de nucleosideo, e um mold e-primer de DNA contribuiram 
para nossa compreensao da alta fidelidade da sintese de 
DNA. Nesses estudos, publicados em 1998, Sylvie Doublie 
e colaboradores determinaram a estrutura da polimerase do 
fago T7, que e similar a DNA-polimerase I de E. coli , com 
uma resolugao de 0,22 nin. Os resultados mostram que a po¬ 
limerase tern a forma de uma pequena mao, com o trifosfato 
de nucleosideo que chega, o molde, e o terminal do primer 
todos fortemente fixados entre o polegar, os dedos e a palma 
(Fig. 10.13). A enzima posiciona o trifosfato de nucleosideo 
que chega em justaposigao com o termino do filamento pri- 



(b) 


Fig. 10.13 ■ Diagrama esquematico (a) e modelo compacto (b) 
da estrutura do complexo entre a DNA-polimerase do fago T7, o 
primer do DNA molde, e uma molecula precursora do trifosfato 
de nucleosideo (ddGTP). O filamento molde, filamento primer , e 
trifosfato de nucleosideo sao mostrados em amarelo, magenta e 
ciano, respectivamente. Os componentes proteicos sao mostrados 
em purpura, verde, laranja e cinza. Note a justaposigao intima entre 
o trifosfato de nucleosideo, o terminal do primer e o filamento 
molde em (b). 
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mer em uma posigao para formar pontes de hidrogenio com 
a primeira base nao pareada no filamento molde. Assim, a 
estrutura deste complexo polimerase fornece uma explicagao 
simples para a selegao dirigida por molde dos nucleotfdeos 
que chegam durante a sintese de DNA. 

DNA-polimerase 111: A Replicase em Escherichia coli 

Evidencia indicativa de que a DNA-polimerase HI e a verda- 
deira DNA-replicase responsavel pela replicagao semicon- 
servativa do DNA em E. coli foi primeiro obtida isolando-se 
e caracterizando-se uma linhagem mutante com uma muta- 
gao em um gene chamado polC, hoje com a nova designagao 
de dnaE. Esta linhagem mutante produziu uma DNA-poli¬ 
merase III ativa quando cultivada a 25°C, mas uma polime¬ 
rase III totalmente inativa quando cultivada a 43°C. Quando 
bacterias mutantes dnaE cultivadas a 25°C foram mudadas 
para 43 °C, a replicagao do DNA cessou, indicando que o 
produto do gene dnaE e necessario para sintese de DNA. Foi 
subsequentemente demonstrado que o gene dnaE codifica a 
subunidade a catalitica, a subunidade com atividade de poli¬ 
merase 5’ —> 3’, da DNA-polimerase III. 

A DNA-polimerase HI e uma enzima multimerica (uma 
enzima com muitas subunidades) com massa molecular de 
cerca de 900.000 daltons em sua forma completa, ou holo¬ 
enzima . O ceme mfnimo que tern atividade catalitica in vitro 
contem tres subunidades: a (o produto do gene dnaE), £ (o 
produto do gene dnaQ) e 0 (o produto de holE). A adigao da 
subunidade x (o produto do dnaX ) resulta em dimerizagao do 
cerne catalitico e atividade aumentada. O cerne catalitico sin- 
tetiza filamentos de DNA bem curtos devido a sua tendencia a 
sair do molde de DNA. Para produzir as moleculas longas de 
DNA presentes em cromossomos, essa frequente dissociagao 
da pohmerase do molde deve ser ehminada. A subunidade (3 
(o produto do gene dnaN) da DNA-polimerase III forma um 
grampo dimerico que impede a polimerase de sair do molde 
de DNA (Fig. 10.14). O (3-dfmero forma um anel que rodeia 
a molecula de DNA replicante e permite que a DNA-polime¬ 
rase III deslize ao longo do DNA permanecendo amarrada 
a ele. A holoenzima DNA-polimerase HI, que e responsavel 
pela sintese de ambos os filamentos nascentes do DNA em 
uma forquilha de replicagao, contem pelo menos 20 polipep- 
tfdeos. A complexidade estrutural da holoenzima DNA-poli¬ 
merase HI e ilustrada na Fig. 10.15; o diagrama mostra 16 dos 
polipeptfdeos mais bem caracterizados codificados por sete 
genes diferentes. Consideraremos as fungoes de algumas das 
subunidades em segoes seguintes deste capftulo. 

Atividades de Revisao das DNA-polimerases 

Como ja discutimos, a fidelidade da dupHcagao do DNA e in- 
crivel, com apenas um erro presente em cada bilhao de pares 
de bases logo apos a sintese. Essa alta fidelidade e necessaria 
para manter a carga de mutagao em rnvel toleravel, especial- 
mente em genomas grandes tais como os de mamiferos, que 



deslizante ao redor da molecula de DNA 
(b) 

Fig. 10.14 ■ Modelo compacto (a) e diagrama (b) mostrando como 
duas subunidades (3 (vermelha e amarela) da DNA-polimerase III 
prendem a enzima a molecula de DNA (azul). 



Fig. 10.15 ■ Estrutura da holoenzima DNA-polimerase III de £. coli. 
Os numeros dao a massa em daltons. 

contem 3 x 10 9 pares de nucleotfdeos. Sem a alta fidelidade da 
replicagao do DNA, os gemeos monozigoticos discutidos no 
comego deste capftulo teriam fenotipos menos similares. De 
fato, com base nas estruturas dinamicas de quatro nucleotf¬ 
deos no DNA, a fidelidade observada na replicagao do DNA e 
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Fig. 10.16 ■ Revisao pela atividade 
de exonuclease 3' —> 5’ das DNA- 
polimerases durante replicagao 
do DNA. Se a DNA-polimerase 
esta presente com um molde e um 
primer contendo um pareamento 
errado terminal em um primer 3’ 

( 0 ), ela nao ira catalisar a extensao 
covalente (polimerizagao). Em vez 
disso, a atividade de exonuclease 
3’ —> 5’, uma parte integral de muitas 
DNA-polimerases, eliminara os 
nucleotideos malpareados terminais 
(b). Entao, com o terminal de um 
primer com pares de bases corretas, 
a DNA-polimerase ira catalisar 
uma extensao covalente 5' —> 3’ do 
filamento primer (c). 


muito maior que a esperada. As mudangas termodinamicas nos 
nucleotideos que permitem a formagao de pontes de hidroge- 
nio entre pares de bases a excegao de A-T e G-C preveem 
taxas de erro de 10 -5 a 10 -4 , ou um erro por 10.000 a 100.000 
nucleotideos incorporados. A taxa de erro prevista de 10.000 
vezes a taxa observada levanta a duvida sobre como e obtida 
essa alta fidelidade de replicagao do DNA. 

Os organismos vivos resolveram o problema potencial de fi¬ 
delidade insuficiente durante replicagao do DNAdesenvolvendo 
um mecanismo de revisao da cadeia nascente de DNA a medida 
que ele esta sendo produzido. O processo de revisao envolve 
escanear as pontas das cadeias nascentes de DNA quanto a erros 
e corrigi-los. Este processo e feito pelas atividades de 3’ —> 5’ de 
exonuclease das DNA-polimerases. Quando um mold e-primer 
de DNA tern um malpareamento terminal (uma base ou seqii- 
encia de bases pareada incorretamente ou nao pareada na ponta 
3’ do primer), a atividade 3’ —» 5’ de exonuclease da DNA- 
polimerase remove a base ou bases nao pareadas (Fig. 10.16). 
Quando e produzido um terminal com pares de bases apropria- 
das, a atividade 5’ —> 3’ de polimerase da enzima cornega nova 
smtese adicionando nucleotideos a ponta 3’ do filamento pimw. 
Em enzimas monomericas como a DNA-polimerase I de E. coli , 
essa atividade esta inclufda. Em enzimas multimericas, a ativi¬ 
dade 3’ —» 5’ de revisao da exonuclease em geral esta presente 
em uma subunidade separada. No caso da DNA-polimerase HI 
de E. coli , esta fungao de revisao e feita pela subunidade 8. A 
DNA-polimerase IV de E. coli nao exerce atividade de exonu¬ 
clease. Em eucariontes, as DNA-polimerases y, 8 e e exercem 
atividades de exonuclease de revisao 3’ —> 5’, mas as polimerases 
a e p nao tern esta atividade. Considerando a importancia da 
revisao, podemos especular que protemas acessorias devem efe- 
tuar a fungao de revisao para as DNA-polimerases a e (3. 

Sem a revisao durante replicagao do DNA, Merry e 
Sherry, as gemeas discutidas no comego deste capitulo, te- 
riam aspectos menos similares. Sem a revisao, as mudangas 
teriam se acumulado em seus genes durante os bilhoes de 
divisoes celulares que sucederam no decorrer de seu cres- 
cimento desde pequenos embrioes ate adultos. De fa to, a 


identidade dos genotipos de gemeos identicos depende tanto 
de revisao do DNA durante a replicagao quanto da atividade 
em um exercito de enzimas de reparo do DNA (Cap. 13). 
Tais enzimas percorrem continuamente o DNA quanto a 
varios tipos de danos e fazem reparos antes que as alteragoes 
causem mudangas geneticas herdadas. 

mm P0NT0SIMP0RTANTES 

■ A smtese de DNA e catalisada por enzimas chamadas DNA-po¬ 
limerases. 

■ Todas as DNA-polimerases precisam de um filamento primer , 
que e ampliado, e um filamento molde, que e copiado. 

■ Todas as DNA-polimerases tern necessidade absoluta de uma 
3’-OH livre no filamento primer, e toda a smtese de DNA ocorre 
no sentido 5' para 3'. 

■ As atividades de exonuclease 3' —> 5’ das DNA-polimerases re- 
visam filamentos nascentes a medida que eles sao sintetizados, 
removendo quaisquer nucleotideos malpareados nas pontas 3’ 
dos filamentos primer. 


0 COMPLEXO APARELHO DE REPLICAGAO 

A replicagao do DNA e um processo complexo, que 
requer a aqao conjunta de um grande numero de 
protemas. 



v s a Os resultados de estudos de replicagao do 
DNA por auto-radiografia e microscopia 
eletronica indicam que os dois filamen¬ 
tos prole que estao sendo sintetizados em 
cada forquilha de replicagao estao sendo 
estendidos no mesmo sentido geral em rnvel macromolecular. 
Como os filamentos complementares de uma dupla helice tern 
polaridade oposta, a smtese esta ocorrendo na ponta 5’ de um 
filamento (extensao 3’ —» 5’) e na ponta 3’ do outro filamento 
(extensao 5’ —> 3’). Entretanto, como ja discutdmos anterior- 
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mente, todas as polimerases conhecidas tern necessidade ab- 
soluta de uma B’-hidroxila livre. Elas so fazem a smtese 5’ —> 
3’. Estes resultados aparentemente contraditorios criaram um 
paradoxo interessante. Por muitos anos, bioqufniicos pesquisa- 
ram novas polimerases que pudessem catalisar a smtese de 3 ’ —> 
5’. Nenhuma dessas polimerases foi encontrada. Em vez disso, 
evidencia experimental mostrou que toda a smtese de DNA 
ocorre no sentido 5 5 —> 3’. 

Claramente, o mecanismo de replicagao do DNA deve ser 
mais complexo do que os pesquisadores originalmente pen- 
savam (veja Fig. 10.1). Alem disso, tendo em vista a necessi¬ 
dade absoluta da DNA-polimerase para uma 3’-OH livre no 
filamento primer , esta enzima nao pode comegar a smtese de 
um novo filamento de novo. De que modo e iniciada a sm¬ 
tese de um novo filamento de DNA? Como os dois filamen- 
tos parentais de DNA devem ser desenrolados, temos que 


lidar com a necessidade de uma helice ou eixo de rotagao, 
especialmente para moleculas de DNA circular como a pre¬ 
sente no cromossomo de E. coll. Finalmente, de que modo 
se forma a zona localizada de separagao dos filamentos ou a 
bolha de replicagao na origem? Estas e outras consideragoes 
indicam que a replicagao do DNA e mais complicada do que 
os cientistas pensavam quando Watson e Crick propuseram 
o mecanismo semiconservativo de replicagao em 1953. 

Smtese Contfnua de um Filamento; 

Smtese Descontinua do Outro Filamento 

Como discutido na segao anterior, os dois filamentos de DNA 
nascentes que estao sendo sintetizados em cada forquilha de 
replicagao estao sendo ampliados na mesma diregao no nt- 



(Cl) Tecnicas de baixa resolu^ao tais como auto-radiografia e 
microscopia eletronica mostram que em nivel molecular 
ambas as cadeias de DNA nascente sao ampliadas no mesmo 
sentido geral em cada forquilha de replicagao. 



(b) Tecnicas bioqufmicas de alta resolu 9 ao tais como marca 9 ao de 

pulso e analise de gradiente de densidade mostram que a replica 9 ao 
do filamento lagging e descontinua - sao feitos fragmentos curtos 
no sentido 5' “*"3' e subseqiientemente unidos pela DNA-ligase. 



(unidades Svedberg) 

(c) Analise de velocidade de gradiente de sacarose de 

DNA de E. coli com marca9ao de pulso de ^H-timidina, 
extraido e desnaturado durante centrifuga 9 ao. 


Fig. 10.17 ■ Evidencia de sintese descontinua do filamento lagging, (a) Embora ambos os filamentos do DNA nascente sintetizado em uma 
forquilha de replicagao pare<;am ser ampliados no mesmo sentido, ( b) em nivel molecular, eles de fato sao sintetizados em sentidos opostos. (c) 
Resultados de experimentos de marca<;ao de pulso de Reiji e Tuneko Okazaki e colaboradores mostrando que o DNA nascente em £ coli existe em 
pequenos fragmentos de 1.000 a 2.000 nucleotideos de tamanho. A seta vermelha mostra a posiqao dos “fragmentos de Okazaki” no gradiente. 
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vel macromolecular. Como os lilamentos complementares de 
uma dupla helice de DNA tern polaridade quimica oposta, 
um filamento esta sendo ampliado no sentido geral 5’ 3’, e 

o outro filamento esta sendo ampliado no sentido geral 3’ ^ 
^ (Fig- 10.1 7 a). Alas as DNA-polimerases so podem catalisar 
a sintese no sentido 5’ -» 3’. Este paradoxo foi resolvido com 
a demonstracao de que a sintese de um filamento de DNA e 
contmua, enquanto a sintese do outro filamento e descon- 
tinua. Em nfvel molecular, a sintese dos filamentos comple¬ 
mentares do DNA esta ocorrendo em sentidos fisicos opostos 
(Fig. 10.17&), mas ambos os filamentos novos sao ampliados 
na mesma diregao quimica 5’ —» 3’. A sintese do filamento que 
esta sendo ampliado no sentido 5* —> 3% chamado filamento 
contmuo (leading), e feita de modo contxnuo. O filamento 
que esta sendo ampliado no sentido geral 3’ 5’, chamado fi¬ 

lamento descontinuo (lagging), cresce pela sintese de frag- 
mentos curtos (sintetizados de 5’ -» 3’) e pela uniao covalente 
subsequente destes fragmentos curtos. Assim, a sintese do fi¬ 
lamento lagging ocorre por um mecanismo descontinuo. 

A primeira evidencia deste modo descontinuo de replicagao 
do DNA veio de estudos nos quais os intermediaries na sin¬ 
tese de DNA foram marcados radioativamente cultivando-se 
bacterias E. coli e tais bacterias infectadas pelo bacteriofago T4 
por curtos perfodos de tempo em meio contendo 3 H-timidma 
(experimentos de pulso-marcagao). Os DNA marcados foram 
entao isolados, desnamrados e caracterizados medindo-se sua 
velocidade de sedimentagao atraves de gradientes de sacarose 
durante centrifugagao em alta velocidade (veja Enfoque Tec- 
mco: Tecnicas de Centrifugagao). Quando E. coli foram sub- 
meadas a marcagao de pulso por 5, 10 ou 30 segundos, por 
exemplo, grande parte da marcagao foi encontrada em peque- 
nos fragmentos de DNA, com 1.000 a 2.000 nucleotideos de 
tamanho (Fig. 10.17c). Esses pequenos fragmentos de DNA 
foram chamados fragmentos de Okazaki em homenagem a 
Reiji Okazaki e runeko Okazaki, os cientistas que os desco- 
briram no final dos anos 1960. Em eucariontes, os fragmentos 
de Okazaki tern apenas 100 a 200 nucleotideos de tamanho. 
Quando sao usados periodos mais longos de marcagao de 
pulso, mais marcagao e recuperada em moleculas grandes de 
DNA, supostamente do tamanho dos cromossomos de E. coli 
ou fago T4. Se as celulas forem marcadas com pulso de 3 H- 
timidina por um onto perfodo de tempo e entao transferidas 
para meio nao radioativo por um longo perfodo de cresci- 
mento (experimentos de pulso-caga), a timidina marcada esta 
presente em moleculas de DNA do tamanho do cromossomo. 
Os resultados desses experimentos de pulso-caga sao impor- 
tantes porque indicam que os fragmentos de Okazaki sao in¬ 
termediaries verdadeiros na replicagao do DNA, e nao algum 
dpo de subproduto metabolico. 


Fechamento Covalente dos Cortes no DNA 
pela DNA-ligase 

Se o filamento lagging do DNA e sintetizado descontinua- 
mente como descrito na segao anterior, e necessario um meca- 
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Fig. 10.18 ■ A DNA-ligase catalisa o fechamento covalente de 
cortes no DNA. A energia necessaria para formar ligacoes ester e 
fornecida ou por trifosfato de adenosina (ATP) ou por 
nicotinamida-adenina-dinucleotideo (NAD), dependendo da especie. 


nismo para unir os fragmentos de Okazaki e produzir os lon¬ 
gos filamentos de DNA presentes em cromossomos do pro- 
duto final. Este mecanismo e feito pela enzima DNA-ligase. 
A DNA-ligase catalisa o fechamento covalente dos cortes (au- 
sencia de Iigagoes fosfodiester; bases presentes) nas moleculas 
de DNA usando-se energia do dinucleorideo de nicotinamida 
e adenina (NAD) ou trifosfato de adenosina (ATP). A DNA- 
ligase de E. coli usa NAD como um cofator, mas algumas 
DNA-ligases usam ATP. A reagao catalisada pela DNA-ligase 
e mostrada na Fig. 10.18. Primeiro, o AMP do intermedidrio 
hgase-AMP forma uma ligagao fosfodiester com o 5’-fosfato 
no corte, e entao um ataque nucleofilico por 3’-OH no corte 
do atomo de fosforo proximal do DNA produz uma ligagao 
fosfodiester entre os nucleotideos adjacentes no sitio do corte. 
Apenas a DNA-ligase nao tern atividade nas quebras no DNA 
onde um ou mais nucleotideos estao faltando, as chamadas 
falhas (gaps). Essas falhas podem ser preenchidas e fechadas 
apenas pela agao combinada de uma DNA polimerase e uma 
DNA-ligase. A DNA-ligase desempenha um papel essencial 
nao apenas na replicagao do DNA, mas tambem no reparo e 
na recombinagao do DNA (Cap. 13). 


Imcio das Cadeias de DNA pelos Primers RNA 

Como ja foi discutido, todas as DNA-polimerases conhe- 
cidas tern necessidade absoluta de uma 3’-OH livre em um 
filamento primer de DNA e um filamento molde de DNA 
apropriado para atividade. Nenhuma DNA-polimerase 
conhecida pode iniciar a sintese de um novo filamento de 
DNA. Assim, deve existir algum mecanismo especial para 
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iniciar novas cadeias de DNA. Enquanto a sintese continua 
do filamento leading requer a fungao iniciadora apenas na 
origem da replicagao, um evento iniciador e necessario para 
comegar cada fragmento de Okazaki durante a sintese des- 
contmua do filamento lagging. Ha muito se sabe que a RNA- 
polimerase, uma enzima complexa que catalisa a sintese de 
moleculas de RNA a partdr de moldes de DNA, e capaz de 
iniciar a sintese de novas cadeias de RNA em sitios especf- 
ficos do DNA. Quando isto ocorre, e formado um hibrido 
RNA-DNA no qual o RNA nascente faz pontes de hidroge- 
nio com o molde de DNA. Como as DNA-polimerases sao 
capazes de ampliar as cadeias polinucleotidicas contendo um 
primer de RNA com uma 3’-OH livre, cientistas comega¬ 
ram a testar a ideia de que a sintese de DNA e iniciada por 
primers de RNA. Seus resultados provaram que esta ideia e 
correta. 

Pesquisa subseqiiente mostrou que cada nova cadeia de 
DNA e iniciada por um curto primer de RNA sintetizado 
pela DNA-primase (Fig. 10.19). A DNA-primase de E. coli 
e o produto do gene dnaG. Em procariontes, esses primers de 
RNA tern de 10 a 60 nucleotideos de tamanho, enquanto em 
eucariontes eles sao menores, com apenas 10 nucleotideos 
de tamanho. Os primers de RNA fornecem as 3’-OH livres 
necessarias para ampliagao covalente de cadeias polinucleo¬ 
tidicas pelas DNA-polimerases. Em E. coli , desoxirribonu- 
cleotideos sao adicionados aos primers de RNA pela DNA- 
polimerase III, seja continuamente no filamento leading seja 
descontinuamente pela sintese de fragmentos de Okazaki no 
filamento lagging. A DNA-polimerase III termina um frag¬ 
mento de Okazaki quando se depara com um pnmer de RNA 
do fragmento de Okazaki precedente. 

Os primers de RNA sao subseqiientemente removidos 
e substituidos por cadeias de DNA. Esta etapa e feita pela 
DNA-polimerase I em E. coli. Lembre que das cinco DNA- 
polimerases em E. coli , apenas a DNA-polimerase I possui 
uma exonuclease 5’—> 3’ que atua na dupla helice de DNA. 



Fig. 10.19 ■ O infcio dos filamentos de DNA com primers de 
RNA. A enzima DNA-primase catalisa a sintese de curtos (10 
a 60 nucleotideos de tamanho) filamentos de RNA que sao 
complementares aos filamentos moldes. A DNA-polimerase III entao 
usa as 3 , -hidroxilas livres dos primers de RNA para ampliar as cadeias 
pela adigao de desoxirribonucleotideos (veja Fig. 10.20). 


A atividade de exonuclease 5 ’—> 3’ da DNA-polimerase I re¬ 
move o primer de RNA, e, ao mesmo tempo, a atividade de 
polimerase 5’ —> 3’ da enzima substitui o RNA por uma ca¬ 
deia de DNA usando o fragmento de Okazaki adjacente com 
sua 3 ’-OH livre como um primer. Como podiamos esperar 
com base neste mecanismo de substituigao do primer, os mu- 
tantes polA de E. coli que nao tern atividade de exonuclease 
5 ’ 3’ da DNA-polimerase I sao defectivos na remogao de 

primers de RNA e na uniao dos fragmentos de Okazaki. Apos 
a DNA-polimerase I ter substituido o primer de RNA por 
uma cadeia de DNA, a 3’-OH de um fragmento de Okazaki 
fica em seguida ao grupo 5’-fosfato do fragmento de Oka¬ 
zaki precedente. Este produto e um substrato apropriado 
para a DNA-ligase, que catalisa a formagao de uma ligagao 
fosfodiester entre os fragmentos de Okazaki adjacentes. As 
etapas envolvidas na sintese e na substituigao dos primers de 
RNA durante a replicagao descontmua do filamento lagging 
sao ilustradas na Fig. 10.20. 

Deselicoidiza^ao do DNA com Helicases, 

Protemas de Ligagao ao DNA e Topoisomerases 

A replicagao semiconservativa requer que os dois filamen¬ 
tos da molecula de DNA parental sejam separados durante 
a sintese de novos filamentos complementares. Como uma 
dupla helice de DNA contem dois filamentos que nao podem 
ser separados sem deselicoidiza-los giro a giro, a replicagao 
do DNA requer um mecanismo de desenrolamento. Con- 
siderando que cada giro, ou volta, tern cerca de 10 pares de 
nucleotideos de tamanho, uma molecula de DNA deve ser 
girada 360°C para cada 10 pares de bases replicadas. Em E. 
coli , o DNA replica-se a uma velocidade de cerca de 30.000 
nucleotideos por minuto. Assim, uma molecula replicante 
de DNA deve girar a 3.000 revolugoes por minuto para fa- 
cilitar o desenrolamento dos filamentos parentais de DNA. 
O processo de desenrolamento (Fig. 10.21#) e catalisado 
por enzimas chamadas DNA-helicases. A principal DNA- 
helicase replicativa em E. coli e o produto do gene dnaB. 
As DNA-helicases desenrolam moleculas de DNA usando 
energia obtida do ATR 

Uma vez que os filamentos de DNA sejam desenrola- 
dos pela DNA-helicase, eles devem ser mantidos na forma 
unifilamentar ampliada para replicagao. Eles sao mantidos 
neste estado por uma protema de ligagao a DNA unifila¬ 
mentar (proteina SSB) (Fig. 10.21#). A ligagao de protemas 
SSB ao DNA unifilamentar e cooperativa; isto e, a ligagao do 
primeiro monomero SSB estimula a ligagao de monomeros 
adicionais em sitios contfguos na cadeia de DNA. Devido a 
cooperatividade da protema de ligagao SSB, toda uma regiao 
unifilamentar de DNA e rapidamente revestida por proteina 
SSB. Sem o revestimento da protema SSB, os filamentos 
complementares podem renaturar-se ou formar estruturas 
de grampos intrafilamentares por meio de pontes de hidro- 
genio entre pequenos segmentos de seqiiencias de nucleo¬ 
tideos complementares ou parcialmente complementares. 
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Fig. 10.20 ■ Srntese e substituigao de primers 
de RNA durante replicagao do filamento 
descontinuo do DNA. E sintetizado um curto 
filamento de RNA destinado a servir de 3’-OH 
primer para a sintese do DNA (veja Fig. 10.19). O 
primer de RNA e subsequentemente removido e 
substituido por DNA pelas atividades duplas de 
exonuclease 5’ —> 3’ e polimerase 5’ —> 3’ incluidas 
na DNA-polimerase I. A DNA-ligase entao fecha 
covalentemente a cadeia de DNA nascente, 
catalisando a forma<;ao de liga^oes fosfodiester 
entre fosfatos adjacentes 3'-hidroxila e 5'-fosfato 
(veja Fig. 10.18). 


Sabe-se que tais estruturas em grampo impedem a atividade 
das DNA-polimerases. Em E. coli , a protema SSB e codifi- 
cada pelo gene ssb. 

Lembre que o cromossomo de E. coli contem uma mole- 
cula circular de DNA. Com o giro do DNA de E. coli a 3.000 
revolu 9 oes por minuto para permitir o desenrolamento dos 
filamentos parentais durante replicagao (Fig. 10.22), o que 
serve de eixo de rotagao que impede o DNA de se tornar mais 
helicoidizado (super-helicoidizagao positiva) a firente da for- 
quilha de replicagao? Os eixos de rotagao necessarios durante 
a replicagao de moleculas circulares de DNA sao fornecidos 
por enzimas chamadas DNA-topoisomerases. As topoi- 
somerases catalisam quebras temporarias em moleculas de 
DNA, mas usam ligagoes covalentes para manter as moleculas 
clivadas. As topoisomerases sao de dois tipos: (1) as enzimas 
DNA-topoisomerases I produzem quebras unifilamentares 


temporarias ou cortes no DNA e (2) as enzimas DNA-to¬ 
poisomerases II produzem quebras bifilamentares tempora¬ 
rias no DNA. Um resultado importante desta diferenga e que 
as atividades da topoisomerase I removem super-helices do 
DNA uma de cada vez, enquanto enzimas topoisomerases II 
removem e introduzem super-helices duas de cada vez. 

A quebra unifilamentar transitoria produzida pela ativi¬ 
dade da topoisomerase I fomece um eixo de rotagao que 
permite que segmentos de DNA de lados opostos da que¬ 
bra girem independentemente, com a ligagao fosfodiester 
no filamento intacto servindo como uma helice (Fig. 10.23). 
As enzimas topoisomerases I sao energeticamente eficien- 
tes. Elas conservam a energia das ligagoes fosfodiester cliva¬ 
das estocando-a em ligagoes covalentes entre si e os grupos 
fosfato nos sitios de clivagem. Elas entao reaproveitam essa 
energia para ressoldar as quebras. 
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DNA-helicase ATP c£>ADP 


(a) DNA-helicase catalisa o desenrolamento da dupla helice parental. 
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(b) Proteina de ligacao ao DNA unifilamentar (SSB) mantem filamentos deselicoidizados em uma forma 
distendida para replicacao. 


Fig. 10.21 ■ A formagao de um 
molde funcional de DNA requer 
(a) DNA-helicase, que desenrola a 
dupla helice parental, e ( b ) proteina 
de ligacao a DNA unifilamentar 
(SSB), que mantem os filamentos de 
DNA desenrolados em uma forma 
distendida. Na ausencia da proteina 
SSB, filamentos unicos de DNA podem 
formar estruturas em grampo por 
pareamento intrafilamentar de bases 
(b, superior), e estruturas em grampo 
retardam ou interrompem a sintese 
de DNA. 


As enzimas DNA-topoisomerases II induzem quebras bi- 
filamentares transitorias e adicionam super-helices negativas 
ou removem super-helices positivas duas de cada vez por 
um mecanismo que requer energia (ATP). Elas efetuam este 
processo cortando ambos os filamentos do DNA, mantendo 
as pontas do sitio de clivagem mediante ligagoes covalen- 
tes, passando a dupla helice intacta pelo corte e ressoldando 
a quebra (Fig. 10.24). Alem de relaxar o DNA super-heli- 
coidizado e introduzir super-helices negativas no DNA, as 
enzimas DNA-topoisomerases II podem separar moleculas 
circulares entrelagadas de DNA. 

A topoisomerase tipo II mais bem caracterizada e uma 
enzima chamada DNA-girase em E. coli. A DNA-girase 
e um tetramero com duas subunidades a codificadas pelo 
gene gyrA (originalmente nalA, de acido nalidixico) e duas 
subunidades |3 especificadas pelo gene gyrB (antes cou , de 
coumermicina). O acido nalidixico e a coumermicina sao 
antibioticos que bloqueiam a replicagao do DNA em E . coli 
inibindo a atividade da DNA-girase. O acido nalidixico e a 
coumermicina inibem a sintese de DNA ligando-se as su¬ 
bunidades a e (3, respectivamente, da DNA-girase. Assim, a 
atividade da DNA-girase e necessaria para que ocorra repli¬ 
cagao do DNA em E. coli. 

Lembre que o DNA cromossomico e negativamente su- 
per-helicoidizado em E. coli (Cap. 9). As super-helices ne¬ 
gativas em cromossomos bacterianos sao introduzidas pela 
DNA-girase, com energia fornecida pelo ATP. Esta atividade 
da DNA-girase fornece outra solugao para o problema de de¬ 
selicoidizagao. Em vez de criar super-helices positivas a frente 
da forquilha de replicagao deselicoidizando os filamentos 


complementares do DNA relaxado, a replicagao pode produ- 
zir um DNA relaxado a frente da forquilha deselicoidizando 
o DNA negativamente super-helicoidizado. Como a tensao 
da super-helice e reduzida durante a deselicoidizagao, isto e, 
a separagao dos filamentos e energeticamente favorecida, a 
super-helice negativa atras da forquilha pode ativar o pro¬ 
cesso de deselicoidizagao. Caso sim, este mecanismo explica 
muito bem por que a atividade da DNA-girase e necessaria 
para replicagao do DNA em bacterias. Alternativamente, a 
girase pode simplesmente remover super-helices positivas que 
sao formadas a frente da forquilha de replicagao. 

0 Aparelho de Replicagao: Proteinas Pr e-priming, 
Primossomos e Replissomos 

As caracterfsticas basicas de replicagao do DNA e a maioria 
dos componentes importantes do aparelho de replicagao fo- 
ram introduzidos nas segoes anteriores deste capitulo. Agora 
juntaremos as pegas e veremos as atividades coordenadas 
desses componentes durante a replicagao do DNA cromos¬ 
somico. Para fazer isto, consideraremos a seqiiencia de even- 
tos que ocorrem durante a replicagao da molecula circular 
do DNA no cromossomo de E. coli. A Fig. 10.25 mostra os 
componentes mais importantes do aparelho de replicagao 
em E. coli e indica onde eles estao localizados em uma for¬ 
quilha de replicagao. 

A replicagao do cromossomo de E. coli comega em oriC , a 
seqiiencia unica na qual e iniciada a replicagao, com a forma- 
gao de uma regiao localizada de separagao do filamento cha- 
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Rotacao rapida 
da helice de DNA 
necessaria aqui 


Filamento 
leading molde 


Filamento 
lagging molde 


DNA-polimerase 
no filamento leading 


Cadeia de DNA 
recem-sintetizada 


(a) Para deselicoidizar os filamentos moldes em E. coli, a helice de 
DNA em frente a forquilha de replicacao deve girar a 3.000 rpm. 



(b) Sem urn giro ou eixo de rotacao, o processo de desenrolamento 

produziria super-helices positivas em frente as forquilhas de replicacao. 

Fig. 10.22 ■ Ha necessidade de uma helice ou eixo de rotacao 
durante replicacao de moleculas circulares de DNA como aquelas 
presentes nos cromossomos de E. coli ou no fago X. 


mada bolha de replicacao. Essa bolha de replicagao e formada 
pela interagao de protemas pr ^-priming com oriC (Fig. 
10.26). A primeira etapa de pr e-priming parece ser a ligagao 
de quatro moleculas do produto do gene dnaA , a proteina 
DnaA, a quatro repetigoes com 9 pares de bases (pb) em oriC. 



Uma ponta da dupla helice de DNA nao pode 
girar com relacao a outra ponta. 
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A DNA-topoisomerase I 
liga-se covalentemente 
a urn fosfato do DNA, 
quebrando assim uma 
ligacao fosfodiester em 
urn filamento de DNA. 





A energia da ligacao 
fosfodiester original 
e estocada ria ligacao 
fosfotirosina, tornando 
a reacao reversivel. 


As duas pontas da dupla helice 
de DNA podem agora girar 
uma em relacao a outra. 


9 A reestruturacao da 
ligacao fosfodiester 
regenera tanto a helice 
de DNA quanto a 
DNA-topoisomerase de 
forma inalterada. 
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Fig. 10.23 ■ A DNA-topoisomerase I produz quebras 
unifilamentares temporarias no DNA que atuam como eixos de 
rotagao, ou helices, durante replicagao do DNA. 


Em seguida, as protemas DnaA ligam-se cooperativamente 
para formar urn cerne de 20 a 40 polipeptideos com o DNA 
oriC enrolado na superficie do complexo proteico. A sepa- 
ragao dos filamentos comega dentro de tres repetigoes com 
13 pb em tandem em oriC e se espalha ate que seja criada 
a bolha de replicagao. Um complexo da proteina DnaB (a 
DNA-helicase hexamerica) e a proteina DnaC (seis mole¬ 
culas) juntam-se ao complexo de iniciagao e contribuem para 
a formagao de duas forquilhas bidirecionais de replicagao. 
A proteina DnaT tambem esta presente no complexo pro¬ 
teico pr 6-priming, mas sua fungao e desconhecida. Outras 
proteinas associadas ao complexo de iniciagao em oriC sao a 
proteina DnaJ, a proteina DnaK, a proteina PriA, a proteina 
PriB, a proteina PriC, a proteina HU de ligagao ao DNA, a 
DNA-girase e a proteina unifilamentar de ligagao ao DNA 
(SSB). Em alguns casos, entretanto, seu envolvimento fun- 
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Molecula de DNA 
sem super-helices. 


A DNA-girase dobra 
duas vezes a molecula 
sobre si mesma. 



Corte 
bifilamentar 



Molecula de DNA com duas Gjrase corta ambos os 
super-helices negatives, filamentos, passa a helice intacta 
pela quebra e ressolda a quebra. 


Fig. 10.24 ■ Mecanismo de agao da DNA-girase. Uma DNA- 
topoisomerase II de £ coli e necessaria para replicagao do DNA. 
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Fig. 10.25 ■ Diagrama de uma forquilha de replicagao em E. coli 
mostrando os principals componentes do aparelho de replicagao. 
rNMP = monofosfatos de ribonucleosideos. 


cional no processo pr 6-priming nao foi estabelecido. Em ou- 
tros casos, sabe-se que elas estao envolvidas, mas seus papeis 
sao desconhecidos. A proteina DnaA parece ser em grande 
parte responsavel pela separagao localizada dos filamentos 
em oriC durante o processo de iniciagao. 

Uma vez formada a forquilha de replicagao, a smtese de 
novos filamentos de DNA e iniciada pelos primers de RNA 
sintetizados pela DNA-primase. Um unico primer de RNA 
e suficiente para a replicagao continua do filamento leading , 
mas a replicagao descontinua do filamento lagging requer 
um primer de RNA para comegar a smtese de cada ffag- 
mento de Okazaki. A iniciagao dos fragmentos de Okazaki 
no filamento lagging e feita pelo primossomo, um com¬ 
plexo proteico contendo DNA-primase e DNA-helicase. O 
primossomo move-se ao longo de uma molecula de DNA, 
ativado pela energia do ATR A DNA-helicase desenrola a 
dupla helice e a DNA-primase sintetiza os primers de RNA 
para fragmentos sucessivos de Okazaki. Os primers de RNA 
sao covalentemente ampliados com desoxirribonucleotideos 
pela DNA-polimerase III. As DNA-topoisomerases forne- 
cem quebras transitorias no DNA que servem como helices 
para desenrolamento do DNA e para manter o DNA nao 


emaranhado. A proteina de ligagao ao DNA unifilamentar 
reveste o DNA pre-replicativo desenrolado e o mantem em 
um estado distendido para a DNA-polimerase III. Os pri¬ 
mers de RNA sao substituidos por DNA pela DNA-polime¬ 
rase I, e as quebras unifilamentares deixadas pela polimerase 
sao fechadas pela DNA-ligase. O DNA e entao condensado 
no nucleoide, ou genoma dobrado, de E. coli , em parte por 
super-helicoidizagao negativa introduzida pela DNA -girase^ 
Todas estas enzimas e as proteinas de ligagao do DNA fun- 
cionam em conjunto em cada forquilha de replicagao. 

A medida que a forquilha de replicagao se move ao longo 
de uma dupla helice parental, os dois filamentos de DNA (o 
de replicagao continua e o de replicagao descontinua) sao 
replicados na serie altamente coordenada de reagoes descri- 
tas anteriormente. O aparelho de replicagao complete que 
se move ao longo da molecula de DNA em uma forquilha 
de replicagao e chamado replissomo (Fig. 10.27). O replis- 
somo contem a holoenzima DNA-polimerase III. Um cerne 
catalitico replica o filamento leading , o segundo cerne cata- 
litico replica o filamento lagging e o primossomo desenrola 
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Fig. 10.26 ■ Pre-priming de replicacao do DNA em oriC no 
cromossomo de E. coli. 


a molecula de DNA parental e sintetiza os primers de RNA 
necessanos para a sfntese descontfnua do filamento lagging. 
Para que os dois cernes cataliticos da holoenzima polimerase 
II sintetizem os filamentos leading e lagging nascentes, acre- 
dita-se que o filamento lagging forma uma alga do primos- 
somo ate o segundo cerne catalltico da DNA-polimerase HI 
(Fig. 10.27). 

Em E. coli, o termino da replicacao ocorre em sftios vari- 
aveis dentro de regioes chamadas terA e terB, o que bloqueia 
o movimento de forquilhas de replicagao avangando nos 
senodos anti-horario e horario, respectivamente. As DNA- 
topoisomerases ou combinagoes especiais de enzimas entao 
racuitam a separa^ao das moleculas de DNA nascentes. 

No comego deste capftulo, notamos a marcante fidelidade 
da rephcagao do DNA. Agora que examinamos a maquinaria 
celular responsavel pela replicacao do DNA em organismos 
vivos, essa fidelidade parece menos incrivel. Urn aparato 
muito sofisticado, com salvaguardas contra erros, desenvol- 
veu-se para garantir que a informacao genetica de E. coli seia 
transmitida com precisao de geracao para geracao. 


Replicacao por Circulo Rolante 

Nas secoes antenores deste capftulo, consideramos os DNA 
replicatavos nas formas 0, de olho e de Y. Examinaremos 
agora outro tipo importante de replicacao do DNA cha- 
mado replicacao por circulo rolante. A replicacao por cir¬ 
culo rolante e usada (1) por muitos virus para duplicar seus 
genomas, (2) em bacterias para transferir o DNA de celulas 
doadoras para receptoras durante urn tipo de troca genetica 
(Cap.^ 8) e (3) em anffbios para amplificar DNA extracro- 
mossomicos que possuem grupos de genes de RNA ribosso- 
mico durante ovocitogenese (Cap. 21). 

Como o nome indica, a replicacao por cfrculo rolante e 
um mecanismo para replicar moleculas circulares de DNA 
O aspecto unico da replicacao em circulo rolante e que um 
filamento de DNA circular parental permanece intacto e 
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o filamento lagging 


Proteina 
unifilamentar de 
ligacao ao DNA 


Subunidade p 


DNA-helicase 

DNA-primase 


Primossomo 


Primer de RNA 


Novo fragmento de Okazaki 


Fragmento antigo de Okazaki 


Fig. 10.27 ■ Diagrama do replissomo de E. 
coli mostrando os dois cernes cataliticos da 
DNA-polimerase III replicando os filamentos 
continuo e descont/nuo e o primossomo 
desenrolando a dupla helice parental e 
iniciando a sintese de novas cadeias com 
primers de RNA. Todo o replissomo move-se 
ao longo da dupla helice parental, com cada 
componente fazendo sua respectiva fungao de 
um modo conjunto. De fato, o complexo de 
replicacao provavelmente nao se move. Em vez 
disso, o DNA e levado atraves do replissomo. A 
replicacao ocorre da esquerda para a direita. 
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9 Endonuclease especifica de sequencia 
produz um corte na origem. 
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Fig. 10.28 ■ O mecanismode circuit rolante de replicagao do 
DNA. O detalhe mostra uma micrografia eletronica de uma molecula 
de DNA do bacteriofago (j)X174 replicando-se pelo mecanismo de 
cfrculo rolante. Uma cauda unifilamentar prolonga-se de um DNA 
replicativo, circular, bifilamentar. 


rola (donde o nome cfrculo rolante), servindo como molde 
para a sfntese de um novo filamento complementar (Fig. 
10.28). A replicagao e iniciada quando uma endonuclease 
especifica de sequencia corta um filamento na origem, pro- 
duzindo pontas 3’-OH e 5’-fosfato. A ponta 5’ e deslocada 
do circulo a medida que o filamento molde intacto gira sobre 
seu eixo. Extensao covalente ocorre na 3’-OH do filamento 
clivado. Como o DNA molde circular pode girar 360° mui- 
tas vezes, com a sfntese de um filamento completo de DNA 
durante cada volta, a replicagao por circulo rolante gera cau- 
das unifilamentares maiores que o tamanho do cromossomo 
circular (Fig. 10.28). A replicagao por circulo rolante pode 
produzir DNA unifilamentares ou bifilamentares. A prole de 
moleculas unifilamentares circulares e produzida por cliva¬ 
gem sftio-especffica das caudas unifilamentares nas origens 
de replicagao e recircularizagao das moleculas resultantes. 
Para produzir moleculas bifilamentares da prole, as caudas 
unifilamentares sao usadas como moldes para a sfntese des¬ 
continua de filamentos complementares antes de clivagem 
e circularizagao. As enzimas envolvidas na replicagao por 
cfrculo rolante e as reagoes catalisadas por estas enzimas sao 
basicamente as mesmas que as responsavis por replicagao do 
DNA envolvendo intermediaries tipo 0. 

■■ P0NT0SIMPORTANTES 

® A replicagao do DNA e complexa, exigindo a participagao de 
um grande numero de protefnas. 

■ A sintese de DNA e continua no filamento que esta sendo am- 
pliado no sentido 5’ V, mas e descontinua no filamento que 
cresce no sentido 3' —> 5'. 

■ Novas cadeias de DNA sao iniciadas por curtos primers de RNA 
sintetizados pela DNA-primase. 

m As enzimas e as proteinas de ligagao ao DNA envolvidas na 
replicagao reunem-se em um replissomo a cada forquilha de 
replicagao e atuam em conjunto a medida que a forquilha se 
move ao longo da molecula de DNA parental. 


ASPECTOS UNICOS DE REPLICAGAO DE 
CROMOSSOMOS EUCARI0TIC0S 

Embora as principals caracteristicas de replicagao do 
DNA sejam as mesmas em todos os organismos, alguns 
processos ocorrem apenas em eucariontes. 



A maior parte das informagoes sobre 
replicagao do DNA resultaram de es- 
tudos de E. coli e alguns de seus virus. 
Menos informagoes estao disponfveis * 
sobre replicagao do DNA em orga¬ 
nismos eucarioticos. Entretanto, existem informagoes sufi- 
cientes para se concluir que a maioria dos aspectos de repli¬ 
cagao do DNA sao similares em procariontes e eucariontes, 
incluindo humanos. Os primers de RNA e os fragmentos de 
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i Ti.-3T.aiH sao mais curtos em eucariontes do que em proca- 
- nrcs, mas os filamentos leading e lagging replicam-se por 
snecanismos contfnuos e descontmuos, respectivamente, 
ec eucariontes tanto quanto em procariontes. Entretanto, 
aspectos da replicagao eucariotica do DNA sao uni- 
cos para tais especies estruturalmente mais complexas. Por 
exempio, a srntese de DNA ocorre dentro de uma pequena 
parte do ciclo celular em eucariontes, e nao continuamente 
como nos procariontes. As grandes moleculas de DNA pre¬ 
ssures em cromossomos eucarioticos demorariam muito 
para se replicar se cada cromossomo tivesse uma so origem. 
Assam, os cromossomos eucarioticos contem multiplas ori- 
gens de replicagao. Em vez de usar dois complexos catali- 
ricos de uma DNA-polimerase para replicar os filamentos 
mntin nn e descontmuo de cada forquilha de replicagao, os 
-Tanismos eucarioticos usam duas ou mais polimerases 
diterentes. 

Como discutido no Cap. 9, o DNA eucariotico e acondi- 
donado em estruturas contendo histonas chamadas nucle- 
ossomos. Esses nucleossomos impedem o movimento das 
forquilhas de replicagao? Caso nao, como um replissomo 
se move por um nucleossomo? O nucleossomo e parcial 
OU totalmente desmontado, ou a forquilha de algum modo 
passa pelo nucleossomo a medida que o replissomo duplica 
a molecula de DNA enquanto ela ainda esta presente na 
scperfi'cie do nucleossomo? Finalmente, cromossomos eu- 
canoticos contem moleculas lineares de DNA, e a replica- 
cio descontfnua das pontas das moleculas lineares de DNA 
rria um problema especial. Abordaremos estes aspectos de 
replicagao da cromatina em eucariontes nas segoes finais 
deste capi'tulo. 

0 Ciclo Celular 

Quando bacterias estao crescendo em meio rico, a replicagao 
do DNA ocorre sem parar durante o ciclo celular. Entre- 
-inm, em eucariontes, a replicagao do DNA e restrita a fase 
S i de slntese; Cap. 2). Lembre que o ciclo celular eucariotico 
normal consiste em fase Gi (imediatamente apos o termino 
da mitose; G de gap, intervalo), fase S, fase G 2 (preparagao 
para a mitose) e fase M (mitose) (veja Cap. 2 para detalhes). 
Nas celulas embrionarias de rapida divisao, Gj e G 2 sao 
muito curtas ou inexistentes. Em todas as celulas, as decisoes 
para continuar no ciclo celular ocorrem em dois pontos: (1) 
entrada na fase S e (2) entrada na mitose. Estes pontos de 
verificagao ajudam a garantir que o DNA se replique apenas 
uma vez durante cada divisao celular. 

Varios Replicons por Cromossomo 

As moleculas gigantes do DNA nos cromossomos maiores 
de Drosophila melanogaster contem cerca de 6,5 x ftr pares 
de nucleotideos. A velocidade de replicagao do DNA em 
Drosophila e de cerca de 2.600 pares de nucleotideos por 


minuto a 25°C. Uma unica forquilha de replicacao leva- 
ria, portanto, 17,5 dias para replicar uma dessas molecu¬ 
las gigantes de DNA. Com duas forquilhas de replicagao 
movendo-se bidirecionalmente de uma origem central, tal 
molecula de DNA seria replicada em apenas 8,5 dias. Con- 
siderando que os cromossomos dos embrioes de Drosophila 
replicam-se dentro de 3 a 4 minutos e os nucleos dividem- 
se uma vez a cada 9 a 10 minutos durante as primeiras 
divisoes de clivagem, fica claro que cada molecula gigante 
de DNA deve conter muitas origens de replicagao. De fato, 
a replicagao completa do DNA do maior cromossomo de 
Drosophila dentro de 3,5 minutos precisaria de 7.000 for¬ 
quilhas de replicagao distribuldas em intervalos iguais ao 
longo da molecula. Assim, sao necessarias varias origens de 
replicagao para permitir que moleculas muito grandes de 
DNA em cromossomos eucarioticos repliquem-se dentro 
dos tempos observados de divisao celular. 

A primeira evidencia de varias origens em cromossomos 
eucarioticos resultou de experimentos de marcagao de pulso 
com celulas de hamster chines crescendo em cultura. Em 
1968, quando Joel Huberman e Ardiur Riggs fizeram marca¬ 
gao de pulsos em celulas com 'H-timidina por alguns minu¬ 
tos, extrafda do DNA, e fizeram analises auto-radiograficas 
do DNA marcado, eles observaram arranjos em tandem de 
graos de prata expostos (Fig. 10.29//). A interpretagao mais 
simples de seus resultados e que macromoleculas individu¬ 
als de DNA contem varias origens de replicagao. Quando o 
periodo de marcagao de pulso foi seguido de um curto inter¬ 
valo de crescimento em meio nao radioativo (experimentos 
de pulso-caga), os arranjos em tandem continham regioes 
centrais de alta densidade de graos com caudas de densidade 
diminuida de graos em atnbas as pontas (Fig. 10.29£). Este 
resultado indica que a replicagao em eucariontes e bidire- 
cional, como o e na maioria dos procariontes. As caudas de 
densidades diminuidas de graos resultam da diluigao gradual 
das concentragoes intracelulares de 'I I-timidina por ^-ti- 
midina, a medida que as forquilhas de replicagao se movem 
bidirecionalmente das origens centrais para os terminals de 
replicagao (Fig. 10.29r). 

Um segmento de DNA cuja replicagao esta sob o con- 
trole da origem e de dois terminals e chamado replicon. 
Em procariontes, todo o cromossomo geralmente e um 
replicon. A existencia de varios replicons por cromossomo 
eucariotico foi diretamente verificada por microscopia 
eletronica (Fig. 10.30). Os genomas de humanos e outros 
mamfferos contem cerca de 10.000 origens de replicagao 
distribuldas pelos cromossomos a intervalos de 30.000 a 
300.000 pares de bases. Claramente, o numero de replicons 
por cromossomo nao e fixado durante o crescimento e o 
desenvolvimento de um eucarionte multicelular. A replica¬ 
gao e iniciada em mais sitios durante as divisoes celulares 
muito rapidas da embriogenese do que durante os estagios 
posteriores do desenvolvimento. Infelizmente, geneticistas 
nao sabem que fatores determinant quais origens sao ope- 
racionais em determinado momento ou em determinado 
tipo de celula. 
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• Segmentos radioativos 


1 -“7—I . 

(a) Auto-radiografia de uma parte de uma molecula de DNA de 
uma celula de hamster chines submetida a pulso marcado com 
H-timidina. 



100p . 

'h-—j 




Caudas- com diminui^ao de densidade de'grSos 


(b) Auto-radiografia de um segmento de uma molecula de DNA 
de celula de hamster chines submetida a pulso marcado com 
H-timidina e entao transferida para meio nao radioativo para 
periodo adicional de crescimento. 


Fig. 10.29 ■ Evidencia de replicagao bidirecional de varios 
replicons em moleculas gigantes de DNA de eucariontes. As 
disposigoes em tandem de radioatividade em [a) indicam que a 
replicagao ocorre em varias origens; as caudas com densidades 
decrescentes de graos observadas em ( b) indicam que a replicagao 
ocorre bidirecionalmente a partir de cada origem (c). 
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em uma origem. 
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r *7 w Replicacao bidirecional 
W em uma origem; inicio 

^ na segunda origem. 
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os terminos. 



0 T 0 

(c) Interpretacao diagramatica da replicacao de moleculas 
de DNA visualizadas acima. 


Duas ou Mais DNA-polimerases em uma Unica 
Forquilha de Replicacao 

Em virtude da complexidade do replissomo na bacteria simples 
E. coli (veja Figs. 10.25 e 10.27), parece provavel que o aparelho 
de replicagao e ainda mais complexo em eucariontes. Embora o 
conhecimento da estrutura da maquinaria replicativa em euca¬ 
riontes ainda seja limitado, muitas caracteristicas de replicagao 
do DNA sao similares em eucariontes e procariontes. 

Como no caso dos procariontes, grande parte da informa- 
gao sobre a sintese de DNA em eucariontes veio do desenvol- 
vimento e da dissecgao dos sistemas in vitro de replicagao do 
DNA. Estudos da replicagao de virus com DNA de eucariontes 
demonstraram-se informativos, e, desses virus, o virus 40 de 
simios (SV40) foi particularmente util. A replicagao do SV40 e 
feita quase que totalmente pelo aparelho de replicagao da celula 
hospedeira. Apenas uma proteina viral, o chamado antigeno T, 
e necessaria para replicagao do cromossomo de SV40. 

Como em procariontes, a deselicoidizagao dos filamentos 
de DNA parental requer uma DNA-topoisomerase e uma 
DNA-helicase. Os filamentos deselicoidizados sao mantidos 
no estado distendido por uma proteina de ligagao ao DNiV 
unifilamentar chamada proteina A de replicagao (Rp-A). En- 
tretanto, ao contrario dos processos que ocorrem em proca¬ 
riontes, a replicagao do DNA cromossomico em eucariontes 
requer a atividade de tres DNA-polimerases diferentes - a 
polimerase a (Pol a), a polimerase 8 (Pol 8) e a polimerase e 


(Pol e). Pelo menos duas polimerases, talvez todas as tres, es- 
tao presentes em cada forquilha de replicagao (replissomo), 
e cada polimerase contem varias subunidades. Tambem, en- 
quanto o replissomo de E. coli contem 13 proteinas conhe- 
cidas, os replissomos de leveduras e mamiferos contem pelo 
menos 27 componentes diferentes. 

Em eucariontes, Pol a e necessaria para o inicio da re¬ 
plicagao nas origens e para inserir o prime?' de fragmentos 
de Okazaki durante a sintese descontinua do filamento la- 
gging. Pol a existe em um complexo estavel com a DNA- 
primase. De fato, elas se purificam durante o isolamento. A 
primase sintetiza os primers de RNA, que sao entao amplia- 
dos com desoxirribonucleotideos pela Pol a para produzir 
uma cadeia de RNA-DNA com cerca de 30 nucleotideos 
de tamanho total. Essas cadeias primer de RNA-DNA sao 
entao ampliadas por Pol 8 (talvez Pol e em alguns casos). 
Acredita-se que a Pol 8 catalise a maior parte da sintese 
processiva do DNA cromossomico. A Pol 8 deve interagir 
com proteinas PCNA (antigeno nuclear de proliferagao ce- 
lular) e o fator C de replicagao (Rf-C) para ser ativa (Fig. 
10.31). PCNA e o grampo deslizante que prende a Pol 8 ao 
DNA para permitir replicagao processiva (com o objetivo 
de evitar que a polimerase saia do molde). PCNA e equi- 
valente a subunidade p da DNA-polimerase III em E. coli 
(veja big. 10.14). Rf-C e necessaria para que PCNA carre- 
gue o DNA. PCNA e uma proteina trimerica que forma 
um an el fechado; Rf-C induz uma mudanga de conforma- 
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Fig. 10.30 ■ Micrografia eletronica de uma molecula de DNA 
em D. melanogaster mostrando multiplos sftios de replicagao. Sao 
apresentadas quatro estruturas de replicagao em forma de olho 
(-O-) (marcadas de A-D) no segmento da molecula de DNA 
mostrada. As setas mostram as posigoes das forquilhas de replicagao. 


gao de PCNA que Ihe permite circular o DNA, fornecendo 
o grampo deslizante essencial. 

As polimerases 8 e 8 contem a atividade de exonuclease 
3’-> 5’ necessaria para revisao (veja Fig. 10.16). Entretanto, 
elas nao tem atividade de exonuclease 5 5 —> 3 ? . Assim, elas 
naopodem remover primers de RNA como a DNA-polime- 
rase I de E. coli faz. Em vez disso, os primers de RNA sao re- 
movidos por duas nucleases, a ribonuclease HI (que degrada 
o RNA presente nos duplices RNA-DNA) e a ribonuclease 
FEN-1 (FI-nuclease 1). A Pol 8 entao preenche os espagos, 
e a DNA-ligase fecha os cortes, produzindo filamentos da 
prole ligados covalentemente. 

A DNA-polimerase 8 e necessaria para replicagao in vivo 
e para reparo de alguns tipos de danos ao DNA. Entretanto, 
sua(s) fungao(oes) exata(s) e(sao) incerta(s). Uma proposta e 
que a Pol 8 seja responsavel pela sintese tanto do filamento 
condnuo quanto do descontfnuo, tendo a Pol 8 fungoes espe- 
cializadas desconhecidas. Outro modelo sugere que a Pol 8 
replica o filamento descontfnuo e a Pol 8 replica o filamento 
contfnuo. Um terceiro modelo tem seus papeis revertidos. 
Claramente, sao necessarias mais pesquisas para determinar 
as fungoes das multiplas polimerases e de outras protefnas no 
replissomo eucariotico. 

Duplica^ao de Nudeossomos nas 
Forquilhas de Replicagao 

Como discutimos no Cap. 9, o DNA nos cromossomos in- 
terfasicos eucarioticos e acondicionado em contas com apro- 
ximadamente 10 nm chamadas nudeossomos. Cada nucleos- 
somo contem 166 pares de nucleotfdeos de DNA enrolados 
em duas voltas de um octamero de moleculas de histonas. 
Em vista do tamanho dos nudeossomos e do grande tama- 
nho dos replissomos de DNA, parece improvavel que uma 
forquilha de replicagao possa mover-se por um nucleossomo 


Fator C de replicacao 



Helicase 


Sintese continua do 
filamento leading 

Sintese descontinua 
do filamento lagging 


PCNA (= “grampo”) 

DNA-polimerase 8 

Protelna A de replicacao 

/Topoisomerase 

, £ __/ _y 


5 ‘ 

^ 2 / 3 ' 

Primer de RNA 


Primer de RNA 


DNA-polimerase a 

DNA-primase 
Ribonuclease HI 
Ribonuclease FEN-1 


Fragmento 
de Okazaki 


Fig. 10.31 ■ Alguns componentes importantes de 
um replissomo em eucariontes. Cada replissomo 
contem duas polimerases diferentes, a e 8 
(ou talvez s). O complexo DNA-polimerase 
a-DNA-primase sintetiza os primers de RNA e 
adiciona segmentos curtos de DNA. A 
DNA-polimerase 8 (as vezes e) entao completa a 
sintese dos fragmentos de Okazaki no filamento 
descontfnuo e catalisa a sintese contfnua no 
filamento leading. PCNA (antfgeno nuclear de 
proliferagao celular) e equivalente a subunidade 
|3 da DNA-polimerase III de £. coli . Ele liga a 
polimerase 8 a molecula de DNA facilitando a 
sintese de longas cadeias de DNA. As ribonucleases 
HI e FEN-1 (nuclease 1 FI) remove os primers de 
RNA, a polimerase 8 preenche os espagos e a 
DNA-ligase (nao mostrada) fecha os cortes, como na 
E. coli (veja Fig. 10.20). 
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intacto. As micrografias eletronicas de cromatina replicante 
em Drosophila mostram claramente nucleossomos com es- 
trutura aproximadamente normal e espagamento em ambos 
os lados das forquilhas de replicagao (Fig. 10.3 2a); isto e, os 
nucleossomos parecem ter a mesma estrutura e espagamento 
antes de uma forquilha de replicagao (DNA pos-replicativo) 
que tern na frente de uma forquilha de replicagao (DNA 
pre-replicativo). Assim, varios modelos foram propostos 
para alteragoes transitorias na estrutura do nucleossomo que 
permitiriam que os replissomos sintetizem DNA a medida 
que passam pelos nucleossomos. Em um modelo, o nucleos¬ 
somo divide-se em duas metades de nucleossomos enquanto 
o replissomo passa, e as metades entao se reunem em nucle¬ 
ossomos intactos atras da forquilha de replicagao. 

Independente do mecanismo pelo qual a forquilha de re¬ 
plicagao passa pelos nucleossomos, a replicagao do DNA e a 
montagem do nucleossomo sao bem acopladas em eucariontes. 
Como a massa das histonas em nucleossomos e equivalente a 
do DNA, grandes quantidades de histonas devem ser sintetiza- 
das durante cada geragao celular para que os nucleossomos se 
dupliquem. Embora a smtese de histonas ocorra ao longo do ci- 
clo celular, ha aumento da biossmtese de histonas durante a fase 
S que gera histonas suficientes para duplicagao da cromatina. 



(a) Micrografia eletronica mostrando nucleossomos em ambos os lados 
de cada uma das duas forquilhas de replicacao em Drosophila. 


Quando experimentos de transference de densidade foram 
feitos para examinar o modo de duplicagao do nucleossomo, 
observou-se que os nucleossomos de ambas as moleculas da 
prole de DNA continham tanto complexos de histona antigos 
(pre-replicativos) quanto complexos novos (pos-replicativos). 
Assim, em ravel de protemas, a duplicagao de nucleossomos 
parece ocorrer por um mecanismo dispersivo. 

Varias protemas estao envolvidas na desmontagem e mon¬ 
tagem de nucleossomos durante a replicagao cromossomica 
em eucariontes. Duas das mais importantes sao a protema 1 
de montagem de nucleossomos (Nap-1) e o fator 1 de mon¬ 
tagem da cromatina (CAF-1). Nap-1 transporta histonas de 
seu local de smtese no citoplasma para o nucleo e CAF-1 as 
leva para os locais cromossomicos de montagem do nucleos¬ 
somo (Fig. 10.32#). CAF-1 leva histonas para os sitios de re¬ 
plicagao do DNA ligando PNCA (antfgeno nuclear de pro- 
liferagao celular) - o grampo que prende a DNA-polimerase 
8 ao molde de DNA (veja Fig. 10.31). CAF-1 e uma protema 
essencial em Drosophila , mas nao em leveduras em que outras 
protemas desempenham algumas de suas fungoes. 

Muitas outras protemas afetam a estrutura do nucle¬ 
ossomo. Algumas estao envolvidas em remodelamento da 
cromatina, mudando a estrutura do nucleossomo de modos 



[b) Alguns componentes necessarios para montagem 
do nucleossomo durante replicagao cromossomica 
em eucariontes. 


Fig. 10 .32 ■ Desmontagem e montagem 
de nucleossomos durante a replicagao 
de cromossomos em eucariontes. (a) 

Uma micrografia eletronica mostrando 
nucleossomos em ambos os lados 
de duas forquilhas de replicagao em 
Drosophila. Lembre que a replicagao do 
DNA e bidirecional; logo, cada ponto de 
ramificagao e uma forquilha de replicagao. 
( b ) A montagem de novos nucleossomos 
durante replicagao cromossomica requer 
proteinas que transportam histonas do 
citoplasma para o nucleo e as concentram 
no local de montagem do nucleossomo. 
PCNA = antigeno nuclear de proliferagao 
celular (veja Fig. 10.31). 
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que ativam ou silenciam a expressao dos genes ali contidos. 
Outras modificam a estrutura do nucleossomo adicionando 
grupos me til ou acetil a histonas especfficas. Alem disso, 
eucariontes contem varias histonas com estruturas um 
pouco diferentes das histonas principals, e a incorporagao 
dessas histonas secundarias a nucleossomos pode mudar 
sua estrutura. Em Drosophila , por exemplo, a incorporagao 
da histona H3.3 a nucleossomos resulta em nfveis altos de 
transcrigao dos genes ali existentes. Assim, a estrutura do 
nucleossomo nao e invariante. Ao contrario, ela desempe- 
nha papel importante em modular a expressao genica (veja 
Cap. 21). 

Telomerase: Replicagao das Pontas do Cromossomo 

Discutimos as estruturas unicas de telomeros, ou pontas cro- 
mossomicas, no Cap. 9. Um motivo inicial para pensar que te¬ 
lomeros devem ter estruturas especiais foi que as DNA-poli- 
merases nao podem replicar o segmento terminal do DNA do 
filamento descontfnuo de um cromossomo linear. Na ponta 
da molecula de DNA que se replica descontinuamente, nao 
haveria filamento de DNA para dar uma 3’-OH livre (primer) 
para polimerizagao de desoxirribonucleotfdeos apos o primer 
de RNA do fragmento de Okazaki terminal ter si do removido 
(Fig. 10.33 a). Ou (1) o telomero tern de ter uma estrutura 
unica que facilita sua replicagao ou (2) deve haver uma enzima 
especial que resolva este enigma de replicagao da ponta do 
filamento descontfnuo. De fato, evidences mostraram que 
ambos estao corretos. A estrutura especial de telomeros for- 
nece um mecanismo simples para a adigao de telomeros por 
uma enzima chamada telomerase contendo RNA. 

Os telomeros de humanos, que contem a seqiiencia 
TTAGGG repetida em tandem, serao usados para ilustrar 
a maneira como a telomerase adiciona pontas a cromosso- 
mos (Fig. 10.33£). A telomerase reconhece a seqiiencia do 
telomero rica em G na ponta 3’ que se projeta e a amplia de 
5’ —> 3’ uma unidade de repetigao a cada vez. A telomerase 
nao preenche o espago oposto a ponta 3’ do filamento molde. 
Ela simplesmente estende a ponta 3’ do filamento molde. 
A caracterfstica unica da telomerase e que ela contem um 
molde de RNA incluso. Apos varias unidades de repetigao 
de telomero serem adicionadas pela telomerase, a DNA-po- 
limerase catalisa a sfntese do filamento complementar. Sem 
atividade de telomerase, os cromossomos lineares ficariam 
progressivamente mais curtos. Se as delegoes terminals re- 
sultantes atingissem um gene, ou genes, essencial, este en¬ 
curtamento cromossomico seria letal. 

Uma mudanga observada em muitas celulas cancerosas 
e que os genes que codificam telomerase sao expressos, en- 
quanto nao sao expressos na maioria das celulas somaticas. 
Assim, um enfoque a tratamentos de cancer tern sido ten- 
tar desenvolver inibidores de telomerase, de modo que os 
cromossomos de celulas cancerosas percam seus telomeros 
e elas morram. Entretanto, outras celulas cancerosas nao 
contem telomerase ativa, tornando este enfoque proble¬ 
matic. 


Tamanho do Teldmero e Envelhecimento em Humanos 

Ao contrario das celulas da linhagem germinativa, a maio¬ 
ria das celulas somaticas humanas nao tern atividade de 
telomerase. Quando celulas somaticas humanas sao cul- 
tivadas, elas se dividem por um numero limitado de vezes 
(geralmente apenas 20 a 70 geragoes de celulas) antes que 
ocorra senescencia e morte. Quando o tamanho dos telo¬ 
meros e medido em varias culturas de celulas somaticas, e 
observada uma correlagao entre o tamanho do telomero e 
o numero de divisoes celulares que precedent a senescen¬ 
cia e a morte. Celulas com telomeros longos sobrevivem 
mais — passam por mais divisoes celulares — do que celulas 
com telomeros mais curtos. Como seria esperado na au- 
sencia de atividade de telomerase, o tamanho do telomero 
diminui a medida que a idade da cultura de celulas au- 
menta. Ocasionalmente, observa-se que celulas somaticas 
adquirem a capacidade de proliferar indefinidamente em 
cultura, e foi demonstrado que tais celulas imortais tern 
atividade de telomerase, ao contrario de suas genitoras. 
Como uma das caracterfsticas comuns de todos os can- 
ceres e a divisao celular descontrolada, ou imortalidade, 
cientistas propuseram que um modo de combater canceres 
humanos seria inibir a atividade de telomerase em celulas 
cancerosas. 

Outra evidencia de uma correlagao entre tamanho do te¬ 
lomero e envelhecimento em humanos veio de estudos de 
pessoas com disturbios chamados progerias, doengas her- 
dadas caracterizadas por envelhecimento prematuro. Na 
forma mais grave de progeria, a sfndrome Hutchinson-Gil- 
ford (Fig. 10.34), a senescencia - rugas, calvfcie e outros 
sintomas de envelhecimento - comega imediatamente apos 
o nascimento, e a morte em geral ocorre na adolescencia. 
Em uma forma menos grave, a sfndrome Werner, a senes¬ 
cencia comega na puberdade, ocorrendo morte na faixa dos 
40 anos. Consistente com a hipotese de que a diminuigao 
do telomero contribui para o processo de envelhecimento, 
as celulas somaticas de pessoas com progeria tern telome¬ 
ros curtos e apresentam capacidade proliferativa diminufda 
quando em meio de cultura. 

No momento, a correspondencia entre tamanho do te¬ 
lomero e senescencia celular e totalmente correlativa. Nao 
existe evidencia direta indicando que encurtamento do te¬ 
lomero causa envelhecimento. Entretanto, a correlagao e 
marcante, e a hipotese de que o encurtamento do telomero 
contribui para o processo de envelhecimento em humanos 
merece mais estudos. 

mm P0NT0SIMP0RTANTES 

■ As grandes moleculas de DNA em cromossomos eucarioticos 
replicam-se bidirecionalmente a partir de varias origens. 

■ Duas ou tres DNA-polimerases (a, 6 e/ou e) estao presentes 
em cada forquilha de replicagao em eucariontes. 

M Telomeros, as sequences unicas nas pontas dos cromossomos, 
sao adicionados a cromossomos por uma enzima unica cha¬ 
mada telomerase. 
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Ponta proximal 



3- ri- f f f r r i i i r t ■ . . 


3' 


ft 

Sem 3-OH para 
extensao covalente 

(a) 0 problema do primer do telomero de filamento lagging. 


-Filamento parental 


3' 


I ttagggttagggttagggtta 

I AATCCC \ 

5 ' Filamento lagging recem-sintetizado incompleto 



a telomerase. 



ITTAGGGTTAG 
J AATCCC 


AA/j 

Telomerase 
amplia a ponta 
3' (sintese de 
DNA com molde 
de RNA). 


Telomerase com molde de 


RNA ligado 




I TTAGGGTTAGGGTTAG 
I AATCCC 


aA/O 

w Fxtensao e translocacao 
da repeticao varias 
vezes; libera telomerase. 


3' 



AATCCC TTAGGG "" TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTA 

5' 



9 Termino do filamento complementar 
pela DINA-polimerase (sintese de DNA 
com molde de DNA). 



II^^ ttaggg "" ttagggtta gggttagggtta 


AATCCC 


<=i 



DNA-polimerase 


UCCC 


Primer de RNA 


(b) A telomerase resolve o problema do primer terminal. 


DNA-polimerases nao ? podem subsZllZTpnm^deRNA que'fniirie" 606 ^ ^ U ™ 3 '° H ‘ iVre n ° final do filamento P"™r, as 
pontas de cromossonios a„ a.pPcada, POnM ^ W E *« 

uran e cada replicaqao. A sequencia de nucleotideos ao final do filamento desronr ^ t ^T ° S cromossomos f'quem mais curtos 
presente como um componente essencial de telomerase. A sequencia telomero mostraT/adeh^manoT" ^ m0 '* CU ' a * 
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Fig. 10.34 ■ John Tacket, com 15 anos de idade, de Bay City, Michigan, 
fala sobre sua doenga, a progeria, durante uma conference em Washington 
em 16 de abril de 2003, para anunciar a descoberta do gene que causa 
esta condigao genetica rara e fatal, caracterizada pelo aparecimento 
de envelhecimento acelerado. A direita, o Dr. Francis Collins, diretor do 
National Human Genome Research Institute. 



Exercicios Basicos 


llustram a analise genetica basica. 


1. Bacterias E. coli que foram cultivadas em um meio normal con- 
tendo 14 N sao transferidas para um meio contendo apenas o 
isotopo pesado de nitrogenio, 15 N, por uma geragao de cresci- 
mento. Como o 14 N eo 1 ^ serao distribufdos no DNA destas 
bacterias apos uma geragao? 

Resposta: Como o DNA se replica semiconservativamente, os 
filamentos parentais de DNA contendo 14 N serao conservados 
e usados como moldes para sintetizar novos filamentos comple- 
mentares contendo 15 N. Assim, cada dupla helice de DNA con- 
tera um filamento leve e um filamento pesado, como mostrado 
no diagrama acompanhante. 


14 N 


XJOOOOO^oooooc 


14 n 



2. Timidina radioativa ( 3 H) e adicionada ao meio de cultura no 
qual esta sendo cultivada uma celula de camundongo. Esta ce- 
lula nao foi previamente exposta a nenhuma radioatividade. Se 
a celula estiver entrando na fase S no momento em que a 3 H- 
timidina e adicionada, que distribuigao de radioatividade estara 
presente no DNA cromossomico na metafase subseqiiente (a 
primeira metafase apos a adigao de 3 H-dmidina)P 
Resposta: Lembre que cada cromossomo pre-replicagao con- 
tem uma unica molecula grande de DNA que se estende de uma 
ponta do cromossomo atraves do centromero ate a outra ponta. 
Esta molecula de DNA ira replicar-se semiconservativamente 
como as moleculas de DNA em E. coli ja discutidas. Entretanto, 
em metafase, as duas duplas helices da prole estarao presentes 
em cromatides irmas ainda unidas no centromero, como mos¬ 
trado aqui: 


Centromero 



Cromatides irmas 


Replicacao na 
presenca de 
3 H-timidina 



Cromossomo pre-replicacao Cromossomo metafasico 


3. Como a velocidade de centrifugagao de gradiente de sacarose 
pode ser usada para distinguir entre (1) sfntese descontfnua de 
ambos os filamentos de DNA nascente em cada forquilha de 
replicagao e (2) a replicagao descontfnua de um filamento e re- 
plicagao contfnua do outro filamento em cada forquilha? 
Resposta: Usar 3 H-timidina para um DNAde pulso marcado em 
celulas que crescem em cultura e entao extrair o DNA marcado, 
desnatura-lo e determinar que proporgao da marcagao esta pre- 
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sente em fragmentos de Okazaki por velocidade de centrifuga¬ 
te de § Ta diente de sacarose (veja Enfoque Tecnico: Tecnicas de 
Centrifugagao). Se ambos os filamentos estiverem se replicando 
descontinuamente, 100% do DNA de pulso marcado deve estar 
presente em fragmentos de Okazaki. Se apenas um filamento es- 
tiver se repHcando descontinuamente, 50% da marcagao devera 
estai presente em fragmentos de Okazaki e os outros 50% em 
moleculas de DNA do tamanho do cromossomo. Estas duas pos- 
sibilidades sao diagramadas do seguinte modo: 

Replicacao descontinua 



filamento que esta sendo sintetizado; o novo filamento sera 
complementar ao filamento molde. Estas fungoes sao ilustra- 
das do seguinte modo: 


3'- 


Filamento molde 


G 

C 


C 

G 


Filamento primer 


~ i-1-1— 

A T C G 
T A G C 

1 0H^ Ps 




A A G 


Liberado 




1-5' 

C 


5. Como a auto-radiografia pode ser usada para distinguir entre 
replicagao uni- e bidirecional do DNA? 

Resposta: Se celulas sao cultivadas em meio contendo 3 H-ti- 
midina por um curto periodo de tempo e sao transferidas para 
um meio nao radioativo para crescimento (um experiment de 
pulso-caga), a replicagao uni- e bidirecional preve padroes de 
marcagao diferentes, e esses padroes podem ser diferenciados 
por auto-radiografia, como mostrado aqui: 


Replicacao descontinua 



4. DNA-polimerases so sao capazes de sintetizar DNA na pre- 
senga de um filamento molde e um filamento primer. Por que? 
Quais sao as fungoes destes dois filamentos? 

Resposta; DNA-polimerases so podem ampliar as cadeias 
de DNA com uma ponta 3’-OH livre porque o mecanismo 
de ampliagao envolve um ataque nucleofflico pela 3’-OH no 
fosforo do interior do trifosfato de desoxirribonucleosfdeo 
precursor com a eliminagao de pirofosfato. O filamento com 
3-Oi l e o filamento primer. Ele e ampliado durante a smtese. 
O filamento molde especifica a seqiiencia de nucleotfdeos do 


Replicacao unidirecional Replicacao bidirecional 


Origem 

-h- 

I 


AA/0 

W Replicacao em 
3 H-timidina 


Origem Forquilha 



I 


AA/> 

w 

w Replicacao 


durante caca 
de 1 H-timidina 




AA/> 


Auto-radiografias ■ • s; 


Cauda unica com 
densidade decrescente 
de graos de prata 


Duas caudas de 
densidade decrescente 
de graos de prata 


Testar Seus Conhecimentos 


Integra conceitos e tecnicas diferentes. 




1. Bacterias L. coli foram cultivadas por muitas geragoes em um 
meio no qual o unico nitrogenio dispomvel era o isotopo pesado 
i . As celulas foram entao coletadas por centrifugagao, lavadas 
com um tampao e transferidas para um meio contendo I4 N (o 
isotopo de nitrogenio leve normal). Apos duas geragoes de cres- 
cimento em meio contendo 14 N, as bacterias foram transferidas 
de volta para um meio contendo ls N para uma geragao final de 
crescimento. Apos esta geragao final de crescimento na presenga 
e N, as celulas foram coletadas por centrifugagao. O DNA 
foi entao extraido destas celulas e analisado por centrifugagao 
em gradiente de densidade de equilfbrio de CsCl. Como voce 


esperaria que o DNA destas celulas fosse distribufdo no gra¬ 
diente? 

Resposta: Meselson e Stahl demonstraram que a replicagao do 
DNA em E. coli e semiconservativa. Seus experimentos de con- 
trole mostram que as duplas helices de DNA com (1) 14 N em 
ambos os filamentos, (2) 14 N em um filamento e b N no outro 
filamento e (3) *‘N em ambos os filamentos se separam em tres 
bandas distintas no gradiente, chamadas (1) a banda leve, (2) a 
banda hibrida e (3) a banda pesada, respectivamente. Se voce 
comega com uma dupla helice de DNA com 15 N em ambos os 
filamentos e o replica semiconservativamente por duas gera- 
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coes na presenca de 14 N, e entao por uma geragao na presenga 
de X. voce acabara com oito moleculas de DNA, duas com 
'X em ambos os filamentos e seis com 14 N em urn filamento 
X no outro filamento, como mostrado adiante. Portanto, 
"5 (6/8) do DNA aparecera na banda hibrida e 25% (2/8) na 

handa pesada. 


Qsracao 1 


Geracao 2 


'Saracao 3 



Pasado L 



j Replicacao semiconservativa em 14 N 



Replicacao semiconservativa em 14 N 



Replicacao semiconservativa em 15 N 



—v- 1 Pesado 

Hibrido 


H -nlamentos em preto contem 14 N. 

O fitamerrtos em amarelo contem 15 N. 


2- Htiplrjpappus gracilis e uma planta diploide com apenas dois pa- 
de cromossomos. Suponha que o estagio celular Gi desta 
planta, nao previamente exposta a radioatividade de nenhum 
tipo, cresceu em meio de cultura contendo 3 H-timidina. Apos 
geragao de crescimento neste meio, as duas celulas da prole 
toram transferidas para um meio contendo ^-timidina e col- 
diidna. Elas cresceram neste meio por cerca de uma e meia 
geragoes. Entao, os cromossomos de cada celula foram colo- 
cados em uma lamina de microscopio, corados, fotografados e 
expostos a um filme sensfvel a radiagao de baixa energia. Uma 
das celulas filhas exibiu uma placa metafasica com oito cromos- 
somo5, cada um com duas cromatides filhas. Desenhe essa placa 
metafasica mostrando a distribuicao prevista de radioatividade 
na auto-radiografia. 

Resposta: Cada cromossomo contem uma dupla helice gigante 
que se replica semiconservativamente. No comego do experi- 
mento, ambos os filamentos dessa dupla helice continham 
limidina nao radioativa. Como todos os quatro cromossomos 
passarao pelos mesmos processos de replicagao, voce so precisa 
-eguir um deles e entao multdplicar seu resultado por quatro. 
Como a colchicina nao estava presente durante a primeira re- 
plicagao, o numero de cromossomos por celula permanece inal- 
rerado, mas os filamentos recem-sintetizados serao radioativos 



mesmos eventos. 

O Replicacao em 
iH-timidina 
mais colchicina 


Geracao 2 


Numero de cromossomos 
dobra 





9 Replicacao novamente 
em 1 2 H-timidina; 
para na metafase 





Cada um dos 4 cromossomos em H. gracilis 
produzira dois cromossomos metafasicos como 
mostrado acima. A auto-radiografia produzira, 
portanto, a seguinte placa metafasica, onde os 
pontos vermelhos mostram a localizacao dos 
filamentos radioativos. 



(contem H-timidina). Como a segunda e terceira replicagoes 
ocorreram na presenga de ^-timidina, filamentos sintetizados 
durante essas replicagoes serao nao radioativos. Entretanto, a 
colchicina estava presente; logo, o numero de cromossomos 
ira dobrar durante cada duplicagao. Tais replicagoes sao como 
mostrado na figura anexa, com filamentos radioativos de DNA 
mostrados em vermelho e filamentos nao radioativos em azul. 
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“ Questoes e Problemas 

10.1. Escherichia coli sao cultivadas por muitas geragoes em um 
meio no qual a unica fonte disponivel de nitrogenio e o iso- 
topo pesado 1 N. Elas sao entao transferidas para um meio 
contendo N como unica fonte de nitrogenio. 

(a) Que distribuigao de 15 N e 14 N seria esperada nas mole- 
culas de DNA de celulas que cresceram por uma geragao 
no meio contendo 14 N supondo-se que a replicagao do 
DNA foi (i) conservativa, (ii) semi con servativa ou (iii) 
dispersiva? 

(b) Que distribuigao seria esperada apos duas geragoes de 
crescimento no meio contendo 14 N supondo-se replica- 
gao (i) conservativa, (ii) semiconservativa ou (iii) disper¬ 
siva? 

10.2. Uma cultura de bacterias e feita por muitas geragoes 
em um meio no qual o unico nitrogenio disponivel e 
o isotopo pesado ( 15 N). A cultura e entao mudada para 
um meio contendo apenas 14 N por uma geragao de cresci¬ 
mento. Ela e entao devolvida para um meio contendo 13 N 
por uma geragao final de crescimento. Se o DNA destas 
bacterias for isolado e centrifugado ao equilfbrio em um 
gradiente de densidade de CsCl, como seriam as bandas de 
DNA no gradiente? 

10.3. A DNA-polimerase I de E. coli e um polipeptfdeo unico 
com peso molecular de 103.000. 

(a) Que atividades enzimaticas alem da atividade de polime- 
rase este polipeptfdeo possui? 

(b) Quais sao as fungoes in vivo destas atividades? 

(c) Tais atividades sao de grande importancia para uma 
E. coli ? Por que? 

10.4. Um molde de DNA mais um primer com a estrutura 

3 ’ ® - TGCGAATTAGCGACAT-®5’ 
5’® - ATCGGTACGACGCTTAAC - OH 3’ 

(onde P = grupo fosfato) e colocado em um sistema de sfn- 
tese in vitro de DNA (Mg 2+ , um excesso de quatro trifosfa- 
tos de desoxirribonucleosfdeos etc.) contendo uma forma 
mutante de DNA-polimerase I de E. coli que nao tern ati¬ 
vidade de exonuclease 5’ —> 3’. As atividades de polimerase 
5 —> 3 e exonuclease 3’ —> 5’ desta enzima aberrante sao 
identicas as da DNA-polimerase I normal de E. coli. Ela 
simplesmente nao tern atividade de exonuclease 5’ —> 3’. 

(a) Qual sera a estrutura do produto final? 

(b) Qual sera a primeira etapa na seqiiencia de reagoes? 

10.5. Como os modos contfnuo e descontfnuo de replicagao do 
DNA podem ser diferenciados experimentalmente? 

10.6. Identifique as protefnas que estao envolvidas na replicagao do 
DNA de E. coli e cite suas hipoteticas fungoes conhecidas. 

10.7. A errante de Boston e uma planta imaginaria com um nu- 
mero diploide de cromossomos de 4. Suas celulas sao fa- 
cilmente cultivadas em culturas suspensas. Foi adicionada 


compreensao e desenvolvem as habilidades analiticas. 

'H-timidina ao meio de cultura no qual o estagio celular G] 
desta planta estava crescendo. Apos uma geragao celular de 
crescimento em um meio contendo 'EI-timidina, foi adicio¬ 
nada colchicina ao meio de cultura. O meio agora continha 
tan to H-timidina quanto colchicina. Apos duas “geragoes” 
de cultivo em meio contendo 3 H-timidina (a segunda “ge¬ 
ragao” ocorreu na presenga tambem de colchicina), as duas 
celulas da prole (cada uma agora contendo oito cromosso¬ 
mos) foram transferidas para um meio de cultura contendo 
timidina nao radioativa (^H-timidina) mais colchicina. 
Note que uma “geragao” na presenga de colchicina consiste 
em um ciclo normal de duplicagao cromossomica celular 
mas nao em divisao celular. Foi deixado que as duas celulas 
da prole continuassem a crescer, passando pelo “ciclo celu¬ 
lar”, ate que cada uma contivesse cromossomos metafasicos 
que pareciam com os seguintes. 



Se fosse feita auto-radiografia nestes cromossomos meta¬ 
fasicos (quatro grandes mais quatro pequenos), que padrao 
de radioatividade (conforme indicado pelos graos de prata 
na auto-radiografia) seria esperado? (Suponha ausencia de 
recombinagao entre moleculas de DNA.) 

10.8. Suponha que o experimento descrito no Problema 10.7 tenha 
sido feito novamente, exceto que desta vez substituindo a 3 H- 
timidina por timidina nao radioativa ao mesmo tempo em que 
foi adicionada colchicina (apos uma geragao celular de cres¬ 
cimento em meio contendo 3 H-timidina). As celulas foram 
entao mantidas em colchicina mais timidina nao radioativa 
ate ocorrer a metafase mostrada no Problema 10.7. Qual o 

aspecto das auto-radiografias destes cromossomos? 

✓ 

10.9. Suponha que o DNA das celulas (mantidas em uma cultura) 
de uma especie eucariotica fosse marcado por um curto pe- 
rfodo de tempo pela adigao de ^H-timidina ao meio. Em 
seguida, suponha que a marcagao foi removida e as celu¬ 
las foram ressuspensas em meio nao radioativo. Apos um 
curto perfodo de crescimento em um meio nao radioativo, 
o DNA foi extrafdo dessas celulas, dilufdo, suavemente co¬ 
locado em filtros e auto-radiografado. Se fossem observadas 
auto-radiografias do tipo 


o que isto indicaria sobre a natureza da replicagao do DNA 
nestas celulas? Por que? 
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10.10. Arrume as seguintes enzimas na ordem de sua agao durante 
a replica^o do DNA em E. coli : (1) DNA-polimerase I, (2) 
DNA-polimerase III, (3) DNA-primase, (4) DNA-girase e 
(5) DNA-helicase. 

10.11. Foram caracterizadas sete DNA-polimerases distintas - a, 
(3,7, 5, e, £ e r\ - em mamfferos. Quais as localiza^oes intra- 
celulares e fun^oes destas polimerases? 

10.12. O cromossomo de E. coli contem aproximadamente 4 X 10 6 
pares d^ nucleotfdeos e se replica como um unico replicon bi- 
direcional em aproximadamente 40 minutos em uma grande 
variedade de cond^oes de crescimento. O maior cromos¬ 
somo de D. melanogaster contem cerca de 6 X 10 7 pares de 
nucleotfdeos. (a) Se este cromossomo contiver uma molecula 
gigante de DNA que se replica bidirecionalmente de uma 
tinica origem situada exatamente no meio da molecula de 
DNA, quanto demoraria para replicar todo o cromossomo 
se a replica 9 ao em Drosophila ocorresse na mesma velocidade 
que a replica 9 ao em E. coli} (b) Na verdade, as velocidades de 
replica 9 ao sao mais lentas em eucariontes do que em proca- 
riontes. Se cada bolha de replica 9 ao cresce a uma velocidade 
de 5.000 pares de nucleotfdeos por minuto em Drosophila e 
100.000 pares de nucleotfdeos por minuto em E. coli , quanto 
demoraria para replicar o maior cromossomo de Drosophila 
se ele contiver um unico replicon bidirecional como descrito 
em (a) acima? (c) Durante as primeiras divisoes de clivagem 
em embrioes de Drosophila , os nucleos dividem-se a cada 9 a 
10 minutos. Com base em seus calculos em (a) e (b) acima, o 
que estas rapidas divisoes nucleares indicam sobre o numero 
de replicons por cromossomo em Drosophila} 

10.13. Que tecnicas experimentais podem ser usadas para separar 
moleculas de DNA de massa 3X10' daltons isoladas do 
bacteriofago lambda e moleculas de DNA de massa 1,3 X 
10 8 daltons isoladas do bacteriofago T2? 

10.14. O cromossomo do bacteriofago lambda tern varios segmen- 
tos ricos em A-T que se desnaturam quando expostos a pH 
11,05 por 10 minutos. Apos tal desnatura 9 ao parcial, a forma 
linear da molecula de DNA lambda tern a estrutura mostrada 
na Fig. 10.7/7. Apos sua inje 9 ao em uma E. coli , a molecula 
de DNA lambda e convertida em uma molecula circular co- 
valentemente fechada por pontes de hidrogenio entre suas 
pontas complementares unifilamentares e submetida a a 9 ao 
da DNA ligase. Ela entao se replica como uma estrutura em 
forma de 0. Todo o cromossomo lambda tern 17,5 pm de 
tamanho. Ele tern uma unica origem de replica 9 ao situada a 
14,3 pm da ponta esquerda da forma linear mostrada na Fig. 
10.7/7. Desenhe a estrutura que seria observada por micros- 
copia eletronica apos tanto (1) replica 9 ao de um segmento 
com aproximadamente 6 pm de tamanho da molecula de 
DNA cromossomico lambda {in vivo) quanto (2) expos^ao 
desta molecula de DNA parcialmente replicada a pH 11,05 
por 10 minutos {in vitro), (a) se a replica 9 ao tivesse ocorrido 
bidirecionalmente a partir da origem e (b) se a replica 9 ao 
tivesse ocorrido unidirecionalmente a partir da origem. 

10.15. Que atividade enzimatica catalisa cada uma das seguintes 
etapas na replica 9 ao semiconservativa do DNA em proca- 
riontes? 


(a) A forma 9 ao de super-helices negativas nas moleculas da 
prole de DNA. 

(b) A sfntese de primers de RNA. 

(c) A remo 9 ao de primers de RNA. 

(d) A extensao covalente das cadeias de DNA nas pontas 3’- 
OH dos filamentos primer. 

(e) Revisao dos nucleotfdeos nas pontas 3’-OH dos filamen¬ 
tos primer de DNA? 

10.16. Uma especie de arvore tern um grande genoma que con- 
siste em 2,0 X 10 10 pares de bases do DNA. 

(a) Se esse DNA estivesse organizado em uma molecula li¬ 
near, que tamanho (metros) esta molecula teria? 

(b) Se o DNA estiver distribufdo igualmente entre 10 cro- 
mossomos e cada cromossomo tdver uma origem de re- 
plica 9 ao de DNA, quanto demoraria para completar a 
fase S do ciclo celular, supondo que a DNA-polimerase 
possa sintetizar 2 X 10 4 pb de DNA por minuto? 

(c) Uma celula ativamente em crescimento pode comple¬ 
tar a fase S do ciclo celular em aproximadamente 300 
minutos. Supondo que as origens de replicacsio sejam 
distribufdas igualmente, quantas origens de replica 9 ao 
estao presentes em cada cromossomo? 

(d) Qual o numero medio de pares de bases entre origens de 
replica 9 ao adjacentes? 

10.17. Por que cada uma das moleculas gigantes de DNA em cro- 
mossomos eucarioticos contem varias origens de replica- 
950? 

10.18. Em E. coli , foram isolados mutantes viaveis polA que pro- 

duzem um produto genico defeituoso com pouca 011 ne- 
nhuma atividade de polinierase 5’ 3’, mas atividade de 

exonuclease 5’ — > 3’ normal. Entretanto, nenhum mutante 
polA foi identificado que fosse completamente deficiente de 
atividade de exonuclease 5’ 3’, embora retendo atividade 

de polimerase 5’ 3’ da DNA-polimerase I. Como estes 

resultados podem ser explicados? 

10.19. Outros mutantes polA de E. coli nao tern atividade de exonu¬ 
clease 3 >5 da DNA-polimerase I. A velocidade da sfntese 

de DNA sera alterada nestes mutantes? Que efeito(s) tais 
muta 9 oes polA tera(ao) sobre o fenotipo do organismo? 

10.20. Muitas das origens de replica 9 ao foram caracterizadas 
como possuidoras de seqiiencias cemes ricas em A-T. Es¬ 
tes cernes ricos em A-T tern algum significado funcional? 
Caso sim, qual? 

10.21. (a) Por que nao e necessaria atividade de DNA-primase 

para iniciar a replicagao em cfrculo rolante? 

(b)A DNA-primase e necessaria para a sfntese descontfnua 
do filamento lagging , que ocorre na cauda unifilamentar 
do cfrculo rolante. Por que? 

10.22. A DNA-polimerase I e necessaria para remover primers 
de RNA durante a replica 9 *ao do cromossomo em E. coli . 
Entretanto, a DNA-polimerase III e a verdadeira replicase 
em E. coli. Por que a DNA-polimerase III nao remove os 
primers de RNA? 
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10.23. Em E. coli , sao necessarias tres protefnas diferentes para de- 
selicoidizar a dupla helice parental e manter desenrolados 
os filamentos em um molde distendido. O que sao estas 
protefnas e quais suas respectivas fungoes? 

10.24. O quanto sao similares as estruturas da DNA-polimerase 
I e da DNA-polimerase III em E. coli ? Qual a estrutura da 
holoenzima DNA-polimerase III? Qual a fungao do pro- 
duto do gene dnaN em E. coli ? 

10.25. O produto do gene dnaA de E. coli e necessario para o infcio 
das sfntese de DNA em oriC. Qual a sua fungao? Como 
sabemos que a protefna DnaA e essencial para a iniciagao 
do processo? 

10.26. O que e um primossomo e quais sao as suas fungoes? Que 
enzimas essenciais estao presentes no primossomo? Quais 
sao os componentes principals do replissomo de E. coli ? 
Como geneticistas podem determinar se estes componen¬ 
tes sao necessarios para replicagao do DNA? 

10.27. O DNA cromossomico de eucariontes e acondicionado em 
nucleossomos durante a fase S do ciclo celular. Que obs- 
taculos o tamanho e a complexidade tanto do replissomo 
quanto do nucleossomo apresentam durante a replicagao 
semi conservativa do DNA eucariotico? Como estes obsta- 
culos podem ser superados? 

10.28. Duas linhagen mutantes de E. coli tern cada uma uma mu- 
tagao sensfvel a temperatura em um gene que codifica um 
produto necessario para duplicagao cromossomica. Ambos 
os filamentos replicam seu DNAe se dividem normalmente 
a 25°C, mas sao incapazes de replicar seu DNA ou de se di- 
vidir a 42°C. Quando celulas de uma linhagem sao mudadas 


de crescimento a 25°C para 42°C, a sfntese de DNA para 
imediatamente. Quando celulas das outras linhagens sao 
submetidas a mesma mudanga de temperatura, a sfntese de 
DNA continua, embora a uma velocidade menor, por cerca 
de meia hora. O que voce pode concluir sobre as fungoes 
dos piodutos destes dois genes? 

10.29. De que modos a replicagao do DNA cromossomico em eu¬ 
cariontes difere da replicagao do DNA em procariontes? 

10.30. (a) O cromossomo da bacteria Salmonella typhmmrium con¬ 

tent cerca de 4 X 10 6 pares de nucleotfdeos. Aproxima- 
damente quantos fragmentos de Okazaki sao produzidos 
durante uma replicagao completa do cromossomo de S’. 
typhimurium ? 

(b) O maior cromossomo de D. melanogaster content apro- 
ximadamente 6 X 10 pares de nucleotfdeos. Cerca de 
quantos fragmentos de Okazaki sao produzidos durante 
a replicagao deste cromossomo? 

10.31. Na levedura S. cerevisiae, celulas haploides portadoras de 
uma mutagao chamada estl (de telomeros cada vez mais 
curtos) perdem as seqiiencias distais telomericas durante 
cada divisao celular. Preveja o efeito fenotfpico final desta 
mutagao na prole de tais celulas. 

10.32. A sequencia de uma dupla helice de DNA e a seguinte: 

5’-GATTCCCCGGGAAGCTTGGGGGGCCCATCTTCGTACGTCTTTGCA-3’ 
3 ’-CTAAGGGGCCC'rTCG AACCCCCCGGGTAGAAGCATGCAG AAACGT-5 ’ 

Supondo que uma polimerase eucariotica possa replicar este 
pequeno pedago de DNA, qual seria sua hipotese quanto ao 
que pareceriant os produtos da replicagao? 
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Spliceossomo processando um transcrito genico. 


Estocagem e Transmissao da Informacao 
com Codigos Simples 

Vivemos na era do computador. Ele tem um impacto em praticamente todos 
os aspectos de nossas vidas, desde dirigir ate o trabalho de observar naves 
espaciais pousando na lua. Estas magicas eletronicas podem estocar, recupe- 
rar e analisar dados com a velocidade da luz. O cerebro do computador 
e um pequeno chip de silfcio, o microprocessador, que contem um arranjo 
sofisticado e integrado de circuitos eletronicos capazes de responder quase 
instantaneamente a impulsos codificados de energia eletrica. Efetuando coi- 
sas incrfveis, o computador usa um codigo binario, uma linguagem baseada 
em 0 e 1. Assim, o alfabeto usado pelos computadores e como o do codigo 
Morse (pontos e traqos) usado na telegrafia. Ambos consistem em apenas 
dois sfmbolos, em marcante contraste com as 26 letras do alfabeto ingles. 
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Obviamente, se o computador pode fazer suas magicas com um alfabeto binario, 
grandes quantidades de informaqoes podem ser estocadas e recuperadas sem usar 
codigos complexos ou alfabetos extensos. Neste e no capftulo seguinte, examinare- 
mos (1) como a informaqao genetica dos seres vivos e escrita em um alfabeto com 
apenas quatro letras, os quatro pares de bases no DNA, e (2) como essa informaqao 
genetica e expressa durante o crescimento e o desenvolvimento de um organismo. 
Veremos que o RNA tern um papel central no processo da expressao genica. 


0 CONTROLE GENETICO DO METABOLISMO: 
UMA VISAO GERAL 

Os genes codificam enzimas, e as enzimas catalisam os 

processos metabolicos em organismos vivos. 

A capacidade dos organismos vivos de crescer e se re- 
produzir depende de um grande numero de reagoes qufmi- 
cas. Os organismos devem sintetizar muitos tipos diferen- 
tes de moleculas das quais sao compostos e degradar outras 
moleculas para obter energia utilizada no crescimento. As 
plantas tern a capacidade de usar energia da luz do sol para 
a sintese de macromoleculas, mas os animais devem obter 
energia dos alimentos que ingerem. Essa energia e obtida 
por quebra de moleculas grandes em moleculas menores e 
conversao da energia derivada deste processo em energia 
qufmica estocada. Todas as reagoes que ocorrem em orga¬ 
nismos vivos coletivamente sao chamadas de metabolismo , 
e uma molecula organica que e sintetizada ou degradada e 
denominada metabolito. Nos quatro capftulos seguintes, exa- 
minaremos um quadro detalhado do controle genetico do 
metabolismo e apresentaremos evidencias que documentam 
as caracterfsticas mais importances deste quadro. Comegare- 
mos com uma breve revisao do controle genetico do meta¬ 
bolismo, que deve ajudar-nos a integrar as varias partes do 
quadro a medida que cada componente e adicionado. 

Nos anos 1850, Louis Pasteur estudou a conversao de 
agucar em alcool por “fermentos” em leveduras. Os fermen- 
tos de Pasteur foram depois chamados de enzimas, e, em 
1897, Eduard Buchner extraiu enzimas de celulas de leve- 
dura, permitindo que tais “catalisadores” sejam estudados 
in vitro. 

Um catalisador e uma substantia que permite que uma 
reagao ocorra sem ser modificada no processo. As enzimas 
catalisam reagoes metabolicas ligando-se fortemente a mo¬ 
leculas especfficas, chamadas substratos , e as mantem em jus- 
taposigao, de modo que a energia necessaria para a reagao, 
a energia de ativagdo , seja reduzida. O resultado final e que 
ligagoes covalentes podem ser rearranjadas em temperaturas 
biologicas, as temperaturas do corpo de organismos vivos. 

Embora lisados celulares fossem amplamente usados para 
estudar reagoes catalisadas por enzimas durante a primeira 
quarta parte do seculo vinte, a natureza qufmica das enzimas 
permaneceu aberta a debates. Entao, em 1926, James Sum¬ 


ner extraiu a enzima urease de carogos de jaca, purificou-a na 
forma cristalina e demonstrou que ela consistia inteiramente 
em um tipo de macromolecula chamada proteina. Sabe-se 
que protefnas contem constituintes chamados aminodcidos 
desde o infcio dos anos 1900, mas somente nos anos 1950, 
quando a estrutura da pequena proteina insulina foi deter- 
minada, e que a complexidade de cada proteina foi avaliada. 
Aminoacidos sao pequenas moleculas organicas com uma 
gama de estruturas quimicas, mas todos contem um grupo 
amino (-NHb) e um grupo carboxila (-COOH). Os 20 ami¬ 
noacidos diferentes presentes em protefnas fornecem-lhes 
uma grande diversidade estrutural. Uma proteina pode con- 
ter uma unica cadeia de aminoacidos, chamada polipeptideo, 
ou duas ou mais cadeias (Cap. 12). 

Milhares de enzimas ja foram purificadas. A maioria e 
de protefnas com atividade catalftica, mas algumas sao mais 
complexas, com componentes adicionais. As enzimas exibem 
especificidade marcante — cada enzima catalisa uma reagao 
ou algumas reagoes muito similares. Elas variam de tamanho 
de cerca de 12.000 a mais de 1 milhao de daltons. A especifi¬ 
cidade de cada enzima resulta de sua seqfiencia unica dos 20 
aminoacidos. De fa to, foi essa variabilidade essencialmente 
ilimitada de estruturas de proteina que levou muitos geneti- 
cistas a acreditar que as protefnas, e nao os acidos nucleicos, 
estocavam a informagao genetica. 

A seqiiencia de aminoacidos de cada polipeptideo e con- 
trolada por um gene, e cada polipeptideo tern um papel es¬ 
trutural, regulatorio ou enzimatico na celula. Alem disso, 
cada enzima catalisa uma reagao metabolica especffica. En- 
tretanto, o quadro fica mais complexo neste ponto porque 
os processos metabolicos raramente envolvem apenas uma 
reagao catalisada por enzima. Em vez disso, a sintese ou a 
degradagao de um metabolito especffico em geral ocorre por 
uma serie de reagoes catalisadas por enzimas. O conjunto 
completo de reagoes catalisadas por enzimas necessarias para 
sintetizar ou degradar um determinado metabolito e cha- 
mado uma via metabolica. Por exemplo, considere a biossfn- 
tese da arginina, um dos 20 aminoacidos presentes na maio¬ 
ria das protefnas. Em E. coli, a sintese de arginina ocorre em 
oito etapas, cada uma catalisada por uma enzima especffica 
(Fig. 11.1). As oito enzimas sao compostas de nove produtos 
genicos; uma enzima, a ornitina-carbamoiltransferase, con¬ 
tem dois produtos genicos diferentes (ArgF e ArgI). 

Em geral, cada etapa de uma via metabolica requer a ati¬ 
vidade de uma enzima, e cada enzima contem um ou mais 
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polipeptideos. Como cada polipeptfdeo e especificado por 
um gene, cada uma das etapas em uma via metabolica preci- 
sara do produto de pelo menos um gene. Um quadro geral 
de controle das vias metabolicas e apresentado na Fig. 11.2. 
Embora a maioria dos genes codifiquem proteinas, os pro- 
dutos finais de alguns genes sao moleculas de RNA. Varias 
destas moleculas de RNA tern papeis essenciais na sintese 
de proteinas. Consideraremos suas fungoes em detalhes no 
Cap. 12. Como os genes controlam as estruturas dos RNA 
e de proteinas, devemos perguntar em seguida como as se¬ 
quences de pares de nucleotideos nas moleculas de DNA 
especificam as sequencias de nucleotideos no RNA e de ami- 
noacidos nas moleculas de proteina. 


M PONTOS 1MP0RTANTES 

■ O metabolismo ocorre por sequencias de reagdes catalisadas 
por enzimas, com cada enzima especificada por um ou mais 
genes. 
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Fig. 11.1 ■ O controle genetico da via biossintetica de arginina em 
£. coli. Nove genes codificam oito enzimas que catalisam as oito 
etapas desta via metabolica. 
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dogma central da biologia e que a informaqao 
estocada no DNA e transferida para moleculas de 
RNA durante a transcriqao e para proteinas durante a 
traduqao. 

De acordo com o dogma central da biologia molecular, 
a informagao genetica geralmente flui (1) de DNA para DNA 
durante sua transmissao de geragao a geragao e (2) do DNA 
para proteina durante a expressao fenotipica em um orga- 
nismo (Fig. 11.3). Durante a replicagao de virus com RNA, 
a informagao tambem e transmitida de RNA para RNA. A 
transference de informagao genetica do DNA para prote¬ 
ina envolve duas etapas: (1) transcrigao, a transference de 
informagao genetica do DNA para o RNA, e (2) tradugao, 
a transference de informagao do RNA para proteina^ Alem 
disso, a informagao genetica flui do RNA para o DNA du¬ 
rante a conversao dos genomas dos virus tumorais com RNA 
para suas formas pro-virais com DNA (Cap. 18). Assim, a 
transference de informagao genetica do DNA para o RNA 
as vezes e reversivel, enquanto a transference da informagao 
do RNA para proteina e sempre irreversivel. 


Transcrigao e Tradugao 

Como ja discutido, a expressao da informagao genetica ocorre 
em duas etapas: transcrigao e tradugao (Fig. 11.3). Durante 
a transcrigao, um filamento de DNA de um gene e usado 
como um molde para sintetizar um filamento complemen- 
tar de RNA, denominado transcrito genico. Por exemplo, 
na Fig. 11.3, o filamento de DNA contendo a seqiiencia de 
nucleotideos AAA e usado como um molde para produzir a 
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Reacao 1 

Reacao 2 

Reacao 3 

Reacao 4 


Fig. 11.2 ■ O controle genetico 
do metabolismo. A via metabolica 
mostrada contem quatro etapas; 
algumas vias sao mais curtas e outras 
sao muito maiores. Alem disso, 
algumas enzimas contem os produtos 
de dois ou mais genes diferentes. 


0 dogma central 


Fluxo de informacao genetica: 

1. Perpetuacao de informacao genetica de geracao a geracao 



Fig. 113 ■ O fluxo da informagao genetica de 
acordo com o dogma central da biologia molecular. 
Replicagao, transcrigao e tradugao ocorrem em 
todos os organismos; ocorre transcrigao reversa em 
celulas infectadas por alguns virus com RNA. Nao e 
mostrada a transference de informagao de RNA para 
RNA durante a replicagao de virus com RNA. 


sequencia complementar UUU no RNA transcrito. Durante 
a tradugao, a sequencia de nucleotideos no RNA transcrito 
e convertida na sequencia de aminoacidos do polipeptideo 
produzido pelo gene. Essa conversao e governada pelo co- 
digo genetico, a especificagao de aminoacidos por trincas 
de nucleotideos chamadas codons no transcrito genico. Por 
exemplo, a trinca UUU no RNA transcrito mostrado na Fig. 
11.3 especifica o aminoacido fenilalanina (Fen) no polipep¬ 
tideo produzido pelo gene. A tradugao ocorre em maquinas 
macromoleculares complexas chamadas ribossomos, que 
sao compostas de tres a cinco moleculas de RNA e 50 a 
90 protemas diferentes. Entretanto, o processo de tradugao 
tambem requer a participagao de muitas outras macromole- 
culas. Este capitulo enfoca transcrigao; tradugao e o assunto 
do Cap. 12. 


\ 

As moleculas de RNA que sao traduzidas nos ribossomos 
sao chamadas RNA mensageiros (mRNA). Em procarion- 
tes, o produto de transcrigao, o transcrito primario, em 
geral e equivalente a molecula de mRNA (Fig. 11 Ad). Em 
eucariontes, os transcritos primarios geralmente devem ser 
processados pela excisao de seqiiencias espedficas e pela mo- 
dificagao de ambas as pontas antes que sejam traduzidos (Fig. 
WAb). Assim, em eucariontes, transcritos primarios geral¬ 
mente sao precursores de mRNA e, como tal, sao chamados 
de pre-mRNA. A maior parte dos genes nucleares em eu¬ 
cariontes superiores e alguns eucariontes inferiores contem 
seqiiencias nao codificantes chamadas introns que separam as 
seqiiencias expressas ou exons destes genes. Seqiiencias in- 
teiras destes genes divididos sao transcritas em pre-mRNA, e 
as seqiiencias nitron nao codificantes sao subseqiientemente 
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(a) Prqcariontes. 



Transcricao 


Pre-mRNA 


Recomposicao do 
RNA e outros 
proce ssamentos 
«W-{A) n J/ 


Nudeo 


Citoplasma 


Transporta 
para o citoplasma 


mRNA M< 


Traducao 


Proteina 


(b) Eucariontes. 


Rg. n.4 ■ A sintese de protefnas envolve duas etapas: transcricao 
e traducao, tanto em procariontes (a) quanto em eucariontes (£>). 
Alem disso, em eucariontes, os transcritos primarios ou pre-mRNA 
em geral devem ser processados pela remogao de fntrons e a adicao 
em 5' de Cap. 7-metilguanosina (MG) e caudas poli(A) [(A) n ] em 3'. 


que traduzem as sequencias de nucleotfdeos dos mRNA em 
sequencias de aminoacidos de polipeptfdeos. Os pequenos 
RNA nucleares (snRNA) sao componentes estruturais dos 
spliceossomos, estruturas nucleares que removem fntrons 
de genes nucleares. Os micro-RNA (miRNA) sao RNA 
unifilamentares curtos, com 20 a 22 nucleotfdeos, que sao 
cortados de precursores pequenos em forma de grampo e 
bloqueiam a expressao de mRNA complementares ou par- 
cialmente complementares causando sua degradagao ou re- 
primindo sua traducao. Os papeis dos mRNA e snRNA sao 
discutidos neste capftulo. As estruturas e fungoes dos tRNA 
e rRNA serao discutidas em detalhe no Cap. 12. Os meca- 
nismos pelos quais os miRNA regulam a expressao genica 
sao discutidos no Cap. 21. 

Todos os cinco tipos de RNA - mRNA, tRNA, rRNA, 
snRNA e miRNA - sao produzidos por transcricao. Ao con- 
trario dos mRNA, que especificam polipeptideos, os produ- 
tos finais do tRNA, do rRNA, do snRNA e do miRNA sao 
moleculas de RNA. As moleculas de RNA transportador, do 
RNA ribossomico, do snRNA e do miRNA nao sao tradu- 
zidas. A big. 11.5 mostra uma visao geral da sfntese de pro- 
tefnas em eucariontes, destacando a origem transcricional e 
funcoes dos cinco tipos de moleculas de RNA. O processo 
e similar em procariontes. Entretanto, em procariontes, o 
DNA nao e separado dos ribossomos por um envoltorio 
nuclear. Alem disso, genes procariotdcos raramente contem 
sequencias nao codificantes que sao removidas durante o 
processamento do RNA transcrito. 

mm P0NT0S IMPORTANTES 

^ O dogma central da biologia molecular e que a informacao 
genetica flui de DNA para DNA durante a replicacao cromosso- 
mica, do DNA para o RNA durante a transcricao e do RNA para 
proteina durante a traducao. 

® A transcricao envolve a sintese de um RNA transcrito comple- 
mentar a um filamento de DNA de um gene. 

■ Traducao e a conversao de informacao estocada na sequencia 
de nucleotfdeos no RNA transcrito para a sequencia de amino¬ 
acidos no polipeptideo produzido pelo gene, de acordo com 
as especificacoes do codigo genetico. 


removidas por reapes de recomposigdo (splicing) feitas em estru¬ 
turas macromoleculares chamadas spliceossomos. 

Cinco Tipos de Moleculas de RNA 

Cinco classes diferentes de moleculas de RNA desempe- 
nham papeis essenciais na expressao genica. Ja discutimos os 
RNA mensageiros, os intermediaries que levam informagao 
genetica do DNA para os ribossomos onde sao sintetizadas 
as protefnas. Os RNA transportadores (tRNA) sao peque- 
nas moleculas de RNA que funcionam como adaptadores 
entre aminoacidos e os codons no mRNA durante a tra¬ 
ducao. Os RNA ribossomicos (rRNA) sao componentes 
estruturais e catalfticos dos ribossomos, maquinas complexas 
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informagao estocada nas sequencias de nucleotideos 
dos genes e traduzida em sequencias de aminoacidos de 
protefnas por intermediaries instaveis chamados RNA 
mensageiros. 

De que modo os genes controlam o fenotipo de um 
organismo? Como as sequencias de nucleotfdeos dos genes 
dirigem o crescimento e o desenvolvimento de uma celula, 
um tecido, um orgao ou todo um ser vivo? Os geneticistas 
sabem que o fenotipo de um organismo e produzido pelos 
efeitos combinados de todos os seus genes que agem dentro 
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e uma nuclease que processa o precursor de miRNA em miRNA, e RISC e o complexo silenciador induzido por RNA. 
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H [NFOQUE JECNICO: 



Evidenda de m RNA Mensageiro Instavel 


A primeira evidencia da existencia de um RNA intermediario na 
sfntese de proteinas veio de estudos de Elliot Volkin e Lawrence 
Astrachan em bacterias infectadas por virus bacterianos. Seus re¬ 
sultados, publicados em 1956, sugeriram que a sfntese de protei¬ 
nas virais em bacterias infectadas envolvia moleculas instaveis de 
RNA especificadas por DNA viral. Volkin e Astrachan observaram 
um surto de sfntese de RNA apos infec<;ao de bacterias E. coli com 
o bacteriofago T2. Marcando o RNA com o isotopo radioativo 
" P, eles demonstraram que as moleculas de RNA recem-sinte- 
tizadas eram instaveis, renovando-se com meia-vida de apenas 
alguns minutos. Alem disso, eles mostraram que a composi<;ao de 
nucleotfdeos dos RNA instaveis era similar a composi^ao do DNA 
de T2 e diferente da do DNA de £ coli. Seus resultados logo foram 
ampliados por estudos em outros laboratories. 

Em 1961, Sol Spiegelman e colaboradores relataram que os 
RNA instaveis sintetizados em celulas infectadas pelo fago T4 po- 
deriam formar duplices RNA-DNA com DNA de T4 desnaturado, 
mas nao com DNA de E. coli desnaturado. Eles fizeram pulsos de 
marca^ao das bacterias com 3 H-uridina em varios momentos apos 
infec^ao com fago T4, isolaram o RNA total destas celulas e de- 
terminaram se as moleculas de RNA radioativo hibridizavam com 
o DNA de E. coli ou do fago T4. Seu experimento esta diagramado 
na Fig. 1. 

Seus resultados (Fig. 2) demonstraram que a maioria das mo¬ 
leculas de RNA de vida curta sintetizadas apos infec<£ao eram 
complementares a filamentos unicos do DNA do fago T4 e nao 
complementares a filamentos unicos do DNA de E. coli, indicando 
que elas foram produzidas a partir de moldes do DNA do fago T4, 
e nao de moldes do DNA de E. coli. 

No mesmo ano em que Spiegelman e colaboradores publica- 
ram seus resultados, Sydney Brenner, Francois Jacob e Matthew 
Meselson demonstraram que as proteinas do fago T4 eram sinte¬ 
tizadas em ribossomos de E. coli. Assim, as sequencias de amino- 
acidos das proteinas T4 nao foram controladas por componentes 
dos ribossomos. Em vez disso, os ribossomos eram as bancadas de 
trabalho nas quais ocorria a sfntese de proteinas, mas nao deram 
as especifica^oes para proteinas individuais. Estes resultados for- 
taleceram a ideia, primeiro formalmente proposta por Francois 
Jacob e Jacques Monod em 1961, de que moleculas instaveis de 
RNA levavam as especifica^oes para sequencias de aminoacidos 
de produtos genicos individuais dos genes aos ribossomos. Pes- 
quisas subsequentes estabeleceram firmemente o papel desses 
RNA instaveis, hoje chamados de RNA mensageiros ou mRNA, na 
transference de informa<;ao genetica de genes para os sftios de 
sfntese de protefnas no citoplasma. 


0 Infectar bacterias E. coli com bacteriofago T4. 



Fago T4 


Escherichia coli 




© Adicionar 3 H-uridina ao meio em varios 
tempos — 2, 4, 6, 8 e 10 minutos — 
apos infeccao e incubar celulas 
infectadas por um minuto. 




RNA radioativo e sintetizado 
na bacteria. 


3 H-uridina no meio 
e nas celulas 





AA/> 

0 Romper a bacteria e isolar o RNA. 


0 Determine que proporcoes do 
RNA radioativo hibridizam com 
DNA de E. coli e com DNA do fago T4. 



Membranas de 
nitrocelulose contendo: 


Todo DNA e desnaturado pelo calor. 


DNA de DNA de Sem 

fago T4 E. coli DNA 


/\s\s s\s\s 

s\s\s s\s\s 


aA /> 


Solucao de hibridizacao 
contendo RNA radioativo 



Incubar a 65°C de um dia para 
outro. Remover e lavar bem os 
filtros. Dosar radioatividade em 
cada filtro. 


RNA radioativo 
hibridizado com DNA 
do fago T4 


XXXXX s\s\s 
xxSooc s\s\s 


Fig.1 ■ O experimento de Spiegelman. 


Radioatividade ambiental 
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n [NFOQUE JECNICO: 


Evidencia de um RNA Mensageiro Instavel (continuacao) 



Minutos apos infeccao 


Fig. 2 ■ Mudanga rapida da transcriqao de genes de £ coli para genes 
do fago T4 em bacteria infectada pelo T4. 


de limitagoes impostas pelo ambiente. Eles tambem sabem 
que o numero de genes em um organismo varia em uma 
ampla gama, o numero de genes aumentando de acordo com 
a complexidade relacionada ao desenvolvimento da especie. 
Os genomas de RNA dos menores virus tais como o fago 
MS2 contem apenas quatro genes, enquanto virus maiores 
tais como o fago T4 tern cerca de 200 genes. Bacterias tais 
como E. coli tern aproximadamente 4.000 genes, e mamffe- 
ros, incluindo seres humanos, tern cerca de 25.000 genes. 
Neste capitulo e nos seguintes, enfocaremos os mecanismos 
pelos quais os genes dirigem a smtese de seus produtos, os 
RNA e protemas. Os mecanismos pelos quais estes produtos 
genicos coletivamente controlam os fenotipos de organis- 
mos adultos sao discutidos em capitulos subseqiientes, espe- 
cialmente o Cap. 22. 

Um mRNA Intermediary 

Se a maioria dos genes de um eucarionte estao situados no 
nucleo e se as protemas sao sintetizadas no citoplasma, como 
estes genes controlam as seqiiencias de aminoacidos de seus 
produtos proteicos? A informagao genetica estocada nas se¬ 
qiiencias de pares de nucleotideos nos genes deve de algum 
modo ser transferida para os locais de smtese de protemas no 
citoplasma. Mensageiros sao necessarios para transference 
de informagao genetica do nucleo para o citoplasma. Em- 
bora a necessidade de tais mensageiros seja mais obvia em 


eucariontes, a primeira evidencia de sua existence veio de 
estudos de procariontes (veja Enfoque Tecnico: Evidencia 
de um RNA Mensageiro Instavel). 

A smtese de RNA mensageiros ou precursores de mRNA 
nos nucleos de eucariontes e seu subseqiiente transporte 
para o citoplasma pode ser documentada por experimentos 
de marcagao de pulso, experimentos de pulso-caga e auto- 
radiografia. Se uma celula que cresce em cultura e exposta 
a um precursor de RNA radioativo tal como 3 H-uridina ou 
3 H-citidina por alguns minutos e a localizagao intracelular 
da radioatividade incorporada e determinada por auto-ra- 
diografia, o RNA marcado esta presente quase que exclu- 
sivamente no nucleo (Fig. 11 .6a). Entretanto, se* a curta ex- 
posigao ao precursor radioativo for seguida de um periodo 
de crescimento em meio nao radioativo, a maioria da radio¬ 
atividade incorporada estara presente no citoplasma (Fig. 
11. 6b). Assim, os RNA intermediaries instaveis sao sinteti- 
zados no nucleo e sao transportados para o citoplasma, onde 
dirigem a smtese de protemas. Neste capitulo, enfocaremos 
a sintese, o processamento e o transporte destas moleculas 
de RNA mensageiro. 

Caracteristicas Gerais da Sintese de RNA 

A sintese de RNA ocorre por um mecanismo que e similar 
ao da smtese de DNA (Cap. 10) exceto que (1) os precurso¬ 
res sao trifosfatos de ribonucleosideos e nao trifosfatos de 
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Nucleo 



(a) 



(b) 


Fig. 11.6 ■ Auto-radiografias demonstrando a sintese de RNA no 
nucleo e seu subsequente transporte para o citoplasma. Cada 
auto-radiografia e superposta sobre uma foto de um corte fino 
da celula. Os pontos pretos representam granulos de prata na 
emulsao auto-radiografica que reagiram com eletrons emitidos 
pelo decaimento dos atomos de 3 H. [a) Uma celula de Tetrahymena 
marcada com 3 H-citidina por 15 minutos. (b) Uma celula de 
Tetrahymena que foi cultivada em meio nao radioativo por 88 
minutos apos exposiqao a 3 H-citidina por 12 minutos. 


dna % utmu 


..Filamento moide 
^Filamento nao-molde 


Sintese 
de RNA 


mRNA 5- 


\ Filamento moide 'n 
3-CGTAT GCTAGT CCGATT GCG-5' 
5M3CATACGATCAGGCTAACGC-3' 
Filamento nao-molde 


5’-GCAUACGAUCAGGCUAACGC-3' 
Filamento de RNA com sentido 


Fig. 11.7 ■ A sintese de RNA usa um filamento de DNA de um 
gene como moide. 


desoxirribonucleosideos, (2) apenas um filamento de DNA 
e usado como moide para a sintese de uma cadeia de RNA 
complementar em determinada regiao e (3) as cadeias de 
RNA podem ser iniciadas de novo , sem nenhuma necessi- 
dade de um filamento primer preexistente. A molecula de 
RNA produzida sera complementar ao filamento moide de 
DNA e identica, exceto que as uridinas sao substituidas por 
timidinas, ao filamento nao-molde de DNA (Fig. 11.7). Se 
a molecula de RNA e um mRNA, ela ira especificar aminoa- 
cidos no produto genico proteico. Portanto, as moleculas de 
mRNA sao filamentos codificantes de RNA. Elas tambem 
sao chamadas filamentos com sentido, de RNA, pois suas 
seqiiencias de nucleotideos “fazem sentido” em especificar 
seqiiencias de aminoacidos nos produtos genicos proteicos. 
Uma molecula de RNA que e complementar a um mRNA 
e chamada RNA anti-sentido. Esta terminologia as vezes 
e estendida aos dois filamentos de DNA. Entretanto, o uso 
dos termos com sentido e anti-sentido para indicar os filamen¬ 
tos de DNA e inconsistente. Assim, us^vemos filamento moide 
e filamento nao-molde para referir-nos aos filamentos trans- 
crito e nao transcrito, respectivamente, de um gene. 

A sintese de cadeias de RNA, como a das cadeias de DNA, 
ocorre no sentido 5 ( —> 3’, com a adicao de ribonucleotideos 
ao grupo 3'-hidroxila no final da cadeia (Fig. 11.8). A rea^ao 
envolve um ataque nucleofilico pela 3'-OH ao atomo de 
fosforo nucleotidil (interior) do precursor de trifosfato de 


Segmento terminal 
3‘ de filamento de 
RNA nascente 
ponta 5' 



0 0 
II II 
-O-P-O-P-O-P-O-CH- 
I I I 

0 0 0 


Trifosfato de ribonucleosideo que chega 


Sentido 5'-3' de 
crescimento da cadeia 
I 


Fig. 11.8 ■ A reaqao de alongamento de cadeia do RNA 
catalisada pela RNA-polimerase. 
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ribonucleosfdeo com a eliminagao de pirofosfato, como na 
smtese de DNA. Esta reacao e catalisada por enzimas cha- 
madas RNA-polimerases. A reagao geral e a seguinte: 

molde de DNA 

n( RTP) -> (RMP) n + n( PP) 

RNA-polimerase 

onde n e o numero de moles de trifosfato de ribonucleotideo 
(RTP) consumido, monofosfato de ribonucleotideo (RMP) 
incorporado ao RNA e pirofosfato (PP) produzido. 

As RNA-polimerases iniciam a transcrigao em seqiiencias 
especificas de nucleotfdeos chamadas promotores, que sao 
diferentes em procariontes e eucariontes. Uma unica RNA- 
polimerase faz toda a transcrigao na maioria dos procarion¬ 
tes, enquanto tres RNA-polimerases diferentes estao pre- 
sentes em eucariontes, sendo cada polimerase responsavel 
pela sfntese de uma classe distinta de RNA. A smtese de 
RNA ocorre dentro de um segmento de DNA localmente 
desenrolado, as vezes chamado bolha de transcrigao, que 
e produzido pela RNA-polimerase (Fig. 11.9). iV seqiiencia 
de nucleotfdeos de uma molecula de RNA e complementar 
a de seu filamento molde de DNA, e a smtese de RNA e 
governada pelas mesmas regras de pareamento de bases que 
a sfntese de DNA, mas uracil substitui tdmina. 

mm PONTOS IMPORTANTES 

■ Em eucariontes, os genes estao presentes no nucleo, enquanto 
os polipepti'deos sao sintetizados no citoplasma. 

■ As moleculas de RNA mensageiro funcionam como intermedi¬ 
aries que levam informagao genetica do DNA para os ribosso- 
mos, onde as protemas sao sintetizadas. 

■ A smtese de RNA, catalisada pelas RNA-polimerases, e similar 
a smtese de DNA em muitos aspectos. 

■ A smtese de RNA ocorre dentro de uma regiao localizada de 
separagao dos filamentos, e apenas um filamento do DNA fun- 
ciona como molde para smtese de RNA. 


RNA-polimerase 



Segmento de DNA 
localmente deselicoidizado 


Fig. 11.9 ■ Smtese de RNA ocorre dentro de um segmento 
localmente deselicoidizado de DNA. Esta bolha de transcrigao 
permite que alguns nucleotfdeos no filamento molde fagam pares de 
bases com a ponta crescente da cadeia de RNA. A deselicoidizagao e 
a reelicoidizagao da molecula de DNA sao catalisadas pela 
RNA-polimerase. 


TRANSCRIGAO EM PROCARIONTES 

A transcrigao, a primeira etapa na expressao genica, 
transfere a informagao genetica estocada no DNA, nos 
genes, para moleculas de RNA mensageiro que levam a 
informagao para os ribossomos - os sftios de sfntese de 
protemas - no citoplasma. 

As caracterfsticas basicas da transcri¬ 
gao sao as mesmas em procariontes e 
eucariontes, mas muitos dos detalhes, 
tais como as seqiiencias promotoras, 
sao diferentes. A RNA-polimerase de 
E. coli foi estudada em grande detalhe e sera discutida aqui. 
Ela catalisa toda a sfntese de RNA nesta especie. As RNA- 
polimerases de archaea tern estruturas bem diferentes; elas 
nao serao discutidas aqui. 

Um segmento de DNA que e transcrito para produzir uma 
molecula de RNA e chamado de unidade de transcrigao. 
As unidades de transcrigao podem ser equivalentes a genes 
individuais ou podem incluir varios genes contfguos. Grandes 
transcritos que levam as seqiiencias codificantes de varios ge¬ 
nes sao comuns em bacterias. O processo de transcrigao pode 
ser dividido em tres estagios: (1) iniciagao de uma nova cadeia 
de RNA, (2) alongamento da cadeia e (3) termino da trans¬ 
crigao e liberagao da molecula nascente de RNA (Fig. 11.10). 

AA/O 

Iniciacao da cadeia de RNA 


RNA-polimerase 



Alongamento da cadeia de RNA 



© Termino da cadeia de RNA 



Fig. 11.10 ■ Os tres estagios da transcrigao: iniciagao, alongamento 
e termino. 
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Ao discutir a transcribe*, os biologos geralmente usam 
os termos upstream (antecedente) e downstream (posterior) 
para se referir as regioes que estao para a ponta 5' e ponta 
3 . respectivamente, do transcrito de um ponto na mole- 
cula de mRNA. Estes termos sao baseados no fato de que a 
sintese de RNA sempre ocorre no sentido de 5' para 3'. As 
redoes antecedente e posterior dos genes sao as seqiiencias 
de DNA que especificam os segmentos correspondentes 5' 
e 3 ’ de seus transcritos em relagao a um ponto especifico de 
referenda. 

RNA-polimerases: Enzimas Complexas 

As RNA-polimerases que catalisam a transcrigao sao pro- 
telnas complexas, multimericas. A RNA-polimerase de E. 
coli tern peso molecular de cerca de 480.000 e consiste em 
cinco polipeptideos. Dois deles sao identicos; portanto, a 
enzima contem quatro polipeptideos distintos. A molecula 
completa de RNA-polimerase, a holoenzima, tern a com- 
Dosicao a2p|3'a. As subunidades a estao envolvidas na mon- 
tagem do ceme tetramerico (oc 2 pp') da RNA-polimerase. 
A subunidade p contem o sitio de ligagao de trifosfato de 
ribonucleosideo e a subunidade P' abriga a regiao de ligagao 
ao molde de DNA. 

Uma subunidade, o fator sigma (a), esta envolvido ape- 
nas no inicio da transcrigao. Ele nao desempenha papel no 
alongamento da cadeia. Apos ter ocorrido inicio da cadeia de 
RNA, o fator a e liberado, e o alongamento da cadeia (veja 
Fig. 11.8) e catalisado pela enzima cerne (oc 2 PP')- A fungao 
de sigma e reconhecer e ligar a RNA-polimerase ao inicio da 
transcrigao ou sitios promotores no DNA. A enzima cerne 
(sem a) ira catalisar a sintese de RNA a partir de moldes de 
DNA in vitro , mas, ao fazer isto, ira iniciar cadeias de RNA 
em sitios aleatorios em ambos os filamentos de DNA. Em 
contraste, a holoenzima (a presente) inicia cadeias de RNA 
in vitro apenas em sitios usados in vivo . 

Iniciagao das Cadeias de RNA 

A iniciagao das cadeias de RNA envolve tres etapas: (1) 
ligagao da holoenzima RNA-polimerase a uma regiao pro- 
motora no DNA; (2) a deselicoidizagao localizada dos dois 
filamentos de DNA pela RNA-polimerase, fornecendo 
um filamento molde livre para fazer pares de bases com 
nucleotideos que cheguem; e (3) a formagao de ligagoes 
fosfodiester entre os primeiros ribonucleotfdeos na cadeia 
nascente de RNA. A holoenzima permanece ligada a regiao 
promotora durante a sintese das primeiras oito ou nove 
ligagoes. Entao, o fator sigma e liberado, e o cerne da en¬ 
zima comega a fase de alongamento da sintese de RNA. 
Durante a iniciagao, cadeias curtas de dois a nove ribonu- 
cleotideos sao sintetizadas e liberadas. Essa sintese abortiva 
cessa quando tiverem sido sintetizadas cadeias com 10 ou 
mais ribonucleotideos e a RNA-polimerase tiver comegado 
a se afastar do promotor. 


Por convengao, os pares de nucleotideos dentro de unida- 
des de transcrigao e adjacentes a elas sao numerados em re¬ 
lagao ao inicio da transcrigao (designada como +1) - o par de 
nucleotideos correspondente ao primeiro nucleotideo (5') 
do RNA transcrito. Os pares de bases que precedem o sitio 
de iniciagao recebem prefixos menos (-); os seguintes (em 
relagao ao sentido da transcrigao) ao sitio de inicio recebem 
o sinal mais (+). As seqiiencias de nucleotideos que precedem 
o sitio de iniciagao sao chamadas seqiiencias antecedentes; 
as que vem depois do sitio de iniciagao sao chamadas seqiien¬ 
cias posteriores. 

Como ja foi mencionado, a subunidade sigma da RNA- 
polimerase medeia sua ligagao a promotores no DNA. Cen- 
tenas de promotores de E. coli foram seqiienciados e tern sur- 
preendentemente pouco em comum. Duas seqiiencias curtas 
dentro desses promotores sao suficientemente conservadas 
para serem reconhecidas, mas mesmo estas raramente sao 
identicas em dois promotores diferentes. Os pontos medios 
das duas seqiiencias conservadas ocorrem a cerca de 10 e 
35 pares de nucleotideos, respectivamente, antes do sitio de 
inicio da transcrigao (Fig. 11.11). Assim, elas sao chamadas 
seqiiencia -10 e sequencia -35, respectivamente. Embora 
tais seqiiencias variem um pouco de gene para gene, alguns 
nucleotideos sao altamente conservados. As seqiiencias de 
nucleotideos que estao presentes em tais elementos geneti- 
cos conservados sao mais freqiientemente chamadas de se- 
qiiencias de consenso. A seqiiencia de consenso -10 no fi- 
lamento nao-molde e TATAAT; a seqiiencia de consenso -3 5 
e TTGACA. A subunidade sigma inicialmente reconhece a 
seqiiencia -35 e se liga a ela; assim, esta seqiiencia as vezes e 
chamada seqiiencia de reconhecimento. A seqiiencia -10 
rica em A-T facilita a deselicoidizagao localizada de DNA, 
que e um pre-requisito essencial para a sintese de uma nova 
cadeia de RNA. A distancia entre as seqiiencias -35 e -10 e 
altamente conservada em promotores de E. coli , nunca sendo 
menor que 15 ou maior que 20 pares de nucleotideos de 
tamanho. Alem disso, a primeira base, ou 5', nos RNA de E. 
coli geralmente (>90%) e uma purina. 



-—Seqiiencias antecedentes-—-H- Seqiiencias posteriores 

Deselicoidizagao localizada 

Fig. 11.11 ■ Estrutura de um promotor tipico em £ coli. A 
RNA-polimerase liga-se a sequencia -35 do promotor e inicia a 
deselicoidizagao dos filamentos de DNA na sequencia -10 rica em 
A-T. A transcrigao comega dentro da bolha de transcrigao em um 
sitio de cinco a nove pares de bases alem da sequencia -10. 
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Alongamento das Cadeias de RNA 

O alongamento das cadeias de RNA e catalisado pelo cerne 
da enzima RNA-polimerase, apos a liberagao da subunidade 
o. A ampliagao covalente das cadeias de RNA (veja Fig. 
11.8) ocorre dentro da bolha de transcrigao, um segmento 
localmente desenrolado do DNA. A molecula de RNA-po¬ 
limerase contem atividades tanto de desenrolamento quanto 
de reelicoidizagao do DNA. A RNA-polimerase desenrola 
continuamente a dupla helice de DNA a frente do sitio de 
polimerizagao e reenrola os filamentos complementares de 
DNA atras do sitio de polimerizagao a medida que se mo- 
vimenta ao longo da dupla helice (Fig. 11.12). Em E. coli , o 
tamanho medio de uma bolha de transcrigao e de 18 pares 
de nucleotideos, e cerca de 40 ribonucleotideos sao incor- 
porados na cadeia crescente de RNA por segundo. A cadeia 
nascente de RNA e deslocada do filamento molde de DNA 
a medida que a RNA-polimerase se move ao longo da mo¬ 
lecula de DNA. A regiao de pareamento transitorio de ba¬ 
ses entre a cadeia crescente e o filamento molde de DNA e 
muito curta, talvez apenas tres pares de bases de tamanho. A 
estabilidade do complexo de transcrigao e mantida primaria- 

Si'tio de chegada de 
trifosfato de ribonucleosldeo 



reelicoidizacao helice DNA/RNA deselicoidizacao 

(a) RNA-polimerase e ligada ao DNA e covalentemente amplia 
a cadeia de RNA. 


Movimento da RNA-polimerase 



(b) RNA-polimerase moveu-se para alem de sua posicao em (a), 
ampliando processivamente a cadeia de RNA nascente. 

Fig. 11.12 ■ Alongamento de uma cadeia de RNA catalisada 
pela RNA-polimerase em £. coli. 


mente pela ligagao do DNA e da cadeia crescente de RNA 
a RNA-polimerase, e nao pelo pareamento de bases entre o 
filamento molde de DNA e o RNA nascente. 

Termino das Cadeias de RNA 

O termino das cadeias de RNA ocorre quando a RNA-poli¬ 
merase encontra um sinal de termino. Quando isto ocorre, 
o complexo de transcrigao se dissocia, liberando a molecula 
nascente de RNA. Existem dois tipos de finalizadores de 
transcrigao em E. coli. Um tipo resulta em termino apenas na 
presenga de uma protefna chamada ro (p). Portanto, tais se- 
qiiencias finalizadoras sao chamadas finalizadores depen dentes 
de ro. O outro tipo resulta no termino da transcrigao sem o 
envolvimento de ro. Tais seqiiencias sao chamadas finaliza¬ 
dores independentes de ro. 

Os finalizadores independentes de ro contem uma regiao 
rica em G-C seguida de seis ou mais pares de bases A-T, com 
os A presentes no filamento molde (Fig. 11.13, em cima). A 
seqiiencia de nucleotideos da regiao rica em G-C e tal que 
regioes unifilamentares do RNA podem fazer pares de bases 
e formar estruturas em grampo (Fig. 11.13, embaixo). As 
estruturas em grampo do RNA formam-se imediatamente 
apos a sintese das regioes participantes da cadeia de RNA e 
retardam o movimento das moleculas de RNA-polimerase 
ao longo do DNA, causando pausas na ampliagao da cadeia. 
Como o pareamento de bases A-U e fraco, precisando de 
menos energia para separar as bases que qualquer outro par 
de bases padrao, a serie de U apos a regiao do grampo prova- 
velmente facilita a liberagao das cadeias de RNA recem-sin- 
tetizadas a partir do molde de DNA quando a estrutura em 
grampo faz com que a RNA-polimerase pare neste sitio. 

O mecanismo pelo qual ocorre o termino da transcrigao 
dependente de ro ainda e incerto. As seqiiencias de termino 
dependentes de ro tern de 50 a 90 pares de bases de com- 
primento e especificam RNA transcritos que sao ricos em 
C e muito desprovidas de G. Alem disso, sinais de termino 
diferentes dependentes de ro tern pouco em comum. A pro- 
teina ro liga-se a cadeia crescente de RNA e se move de 5' 
para 3' ao longo do RNA, parecendo seguir a molecula de 
RNA-polimerase que catalisa a sintese da cadeia. Quando a 
RNA-polimerase diminui ou para na seqiiencia de termino 
dependente de ro, ro junta-se a polimerase e tira a cadeia 
nascente de RNA da bolha de transcrigao. 

Transcrigao, Traducao e Degradacao Concomitantes 
do mRNA 

Em procariontes, a tradugao e a degradagao de uma mo¬ 
lecula de mRNA em geral comegam antes que sua smtese 
(transcrigao) esteja completa. Como as moleculas de mRNA 
sao sintetizadas, traduzidas e degradadas no sentido 5' para 
3', todos os tres processos podem ocorrer simultaneamente 
na mesma molecula de RNA. Em procariontes, a maquinaria 
de smtese de polipeptideos nao e separada por um envolto- 
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TRANSCRIGAO E PROCESSAMENTO DE RNA 
EM EUCARIONTES 

Tres enzimas diferentes catalisam a transcrigao em 
eucariontes, e os transcritos de RNA resultantes 
sofrem tres modificaqoes importantes, incluindo a 
excisao de sequencias nao codificantes chamadas 
fntrons. As sequencias de nucleotideos de alguns RNA 
transcritos sao modificadas pos-transcricionalmente 
por edi<;ao do RNA. 


y* st Qr 




Embora o processo geral de sintese de 
RNA seja similar em procariontes e 
eucariontes, o processo e consideravel- 
mente mais complexo em eucariontes. 
Em eucariontes, o RNA e produzido 


no nucleo, e a maioria dos RNA que codificam proteinas 
devem ser transportados para o citoplasma para serem tra- 



duzidos nos ribossomos. Entretanto, existem evidencias in- 
dicando que algumas tradugoes em eucariontes podem ocor- 
rer no nucleo. Os mRNA procarioticos em geral con tern as 
regioes codificantes de dois ou mais genes. Tais mRNA sao 
ditos multigenicos. Em contraste, muitos dos transcritos eu- 
carioticos que foram caracterizados contem a regiao codifi- 
cante de um unico gene (sao monogenicos) Entretanto, ate 
um quarto das unidades de transcri^ao no pequeno verme 
Caenorhabditis eleguns podem ser multigenicas. Claramente, 
os mRNA eucarioticos podem ser monogenicos ou multige¬ 
nicos. Estao presentes tres RNA-polimerases diferentes em 
eucariontes. Cada enzima catalisa a transcri^ao de uma classe 
especffica de genes. Alem disso, em eucariontes, a maioria 
dos transcritos primarios dos genes que codificam polipep- 
tideos sofrem tres modifica^oes importantes antes de serem 
transportados ate o citoplasma para tradu£&o (Fig. 11.15). 

1. Acrescimos {caps) de 7-metilguanosina sao adicionados as 
pontas 5' dos transcritos primarios. 


Intron 
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e adicionada. v 


T 


Cap 5' • 


. Cauda 3'-poli(A) 


i 


AA>o 

Intron e 
removido. 


Cap 5' 


Jo 


. Cauda 3'-poli(A) 
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Fig. 11.15 ■ Em eucariontes, 
a maioria dos transcritos 
genicos sofre tres tipos 
diferentes de processamento 
pos-transcricional. 
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2. Caudas poli(A) sao adicionadas as pontas 3' dos transcri¬ 
tos, que sao geradas por clivagem e nao por termino da 
ampliagao da cadeia. 

3. Quando presentes, as seqiiencias mtron sao removidas 
dos transcritos. 

O cap de 5' na maioria dos mRNA eucarioticos e uma 7- 
metilguanosina unida ao nucleosideo inicial do transcrito 
por uma ligagao 5'-5' fosfato. A cauda poIi(A) e uma serie 
de adenosinas com 20 a 200 nucleotfdeos de tamanho. 

Em eucariontes, a populagao de transcritos primarios 
em um nucleo e chamada RNA heterogeneo nuclear 
(hnRNA) devido a grande variagao de tamanhos das mole- 
culas de RNA presentes. As principals partes desses hnRNA 
sao seqiiencias intron nao codificantes, que sao removidas 
dos transcritos primarios e degradadas no nucleo. Assim, 
grande parte do hnRNA na verdade consiste em moleculas 
de pre-mRNA que passam por varios eventos de processa- 
mento antes de deixar o nucleo. Tambem, em eucariontes, 
os RNA transcritos sao revestidos de protemas de ligagao 
ao RNA durante ou imediatamente apos sua sintese. Estas 
protemas protegem os transcritos genicos da degradagao por 
ribonucleases, enzimas que degradam moleculas de RNA, 
durante processamento e transporte para o citoplasma. A 
vida media de um transcrito de um gene em eucariontes e de 
cerca de cinco horas, em contraste com a vida media de me- 
nos de cinco minutos em E. coli. Esta estabilidade acentuada 
de transcritos genicos em eucariontes e dada, pelo menos 
em parte, por sua presenga em complexos com protemas de 
ligagao ao RNA. 

Tres RNA-polimerases/Tres Conjuntos de Genes 

Enquanto uma unica RNA-polimerase catalisa toda a trans¬ 
crigao em E. coli , os eucariontes, que variam em complexi- 
dade de uma so celula em leveduras ate humanos, contem 
tres RNA-polimerases diferentes. Todas as tres enzimas eu¬ 
carioticas, chamadas RNA-polimerases I, II e III, sao mais 
complexas, com 10 ou mais subunidades, que a RNA-poli¬ 
merase de E. coli. Alem disso, ao contrario da enzima de E. 
coli , todas as tres RNA-polimerases eucarioticas precisam da 
ajuda de outras protemas chamadas fatores de transcrigao 
para iniciar a sintese de cadeias de RNA. 

As principals caracterfsticas das tres RNA-polimerases 
eucarioticas estao resumidas no Quadro 11.1. A RNA-po¬ 
limerase I esta situada no nucleolo, uma regiao distinta do 


nucleo onde os rRNA sao sintetizados e combinados com 
protemas ribossomicas. A RNA-polimerase I catalisa a sin- 
tese de todos os RNA ribossomicos exceto o pequeno rRNA 
5S. A RNA-polimerase II transcreve genes nucleares que 
codificam protemas e talvez outros genes que especificam 
hnRNA. A RNA-polimerase III catalisa a sintese das mo¬ 
leculas de RNA transportador, as moleculas de rRNA 5S e 
pequenos RNA nucleares. 

As tres RNA-polimerases apresentam sensibilidades 
muito diferentes a inibigao por a-amanitina, um veneno 
metabolico produzido pelo cogumelo Amanita phalloides. 
Enquanto a atividade da RNA-polimerase I e insensivel a 
a-amanitina, a atividade da RNA-polimerase II e totalmente 
inibida por baixas concentragoes de a-amanitina, e a RNA- 
polimerase HI exibe um nivel intermediario de sensibilidade 
a esta droga. Assim, a-amanidna pode ser usada para de- 
terminar qual RNA-polimerase catalisa a transcrigao de um 
determinado gene. 

Iniciagao das Cadeias de RNA 

Ao contrario de suas contrapartes procarioticas, as RNA- 
polimerases eucarioticas nao podem iniciar a transcrigao 
por si mesmas. Todas as tres RNA-polimerases eucarioticas 
precisam da ajuda de fatores de transcrigao proteicos para 
comegar a sintese de uma cadeia de RNA. Estes fatores de 
transcrigao devem ligar-se a uma regiao promotora no DNA 
e formar um complexo de iniciagao apropriado antes que a 
RNA-polimerase se ligue e inicie a transcrigao. Sao usados 
promotores e fatores de transcrigao diferentes pelas RNA- 
polimerases I, II e III. Nesta segao, enfocaremos a inicia¬ 
gao da sintese de pre-mRNA pela RNA-polimerase II, que 
transcreve a maioria dos genes eucarioticos. 

Em todos os casos, a iniciagao da transcrigao envolve a 
formagao de um segmento localmente deselicoidizado de 
DNA, fomecendo um filamento de DNA livre para foncio- 
nar como um molde para a sintese de um filamento comple- 
mentar de RNA (veja Fig. 11.9). A formagao do segmento 
localmente deselicoidizado de DNA requerido para iniciar a 
transcrigao envolve a interagao de varios fatores de transcri¬ 
gao com seqiiencias especfficas no promotor para a unidade 
de transcrigao. Os promotores reconhecidos pela RNA-po¬ 
limerase II consistem em curtos elementos conservados, ou 
modulos, situados antecedentes ao ponto inicial de trans¬ 
crigao. Os componentes do promotor do gene de timidina- 
cinase de camundongo sao mostrados na Fig. 11.16. Outros 


QUADRO 11*1 

1 Caracterfsticas das Tres RNA-polimerases de Eucariontes 

Enzima 

Localizagao 

Produtos 

Sensibilidade a a-Amanitina 

RNA-polimerase I 
RNA-polimerase II 
RNA-polimerase III 

Nucleolo 

Nucleo 

Nucleo 

RNA ribossomicos, excluindo o 5S rRNA 
Pre-mRNA nucleares 

tRNA, 5S rRNA e outros RNA pequenos nucleares 

Sem sensibilidade 

Sensibilidade completa 
Sensibilidade intermediaria 
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Fig. 11.16 I Estrutura de um promotor reconhecido pela RNA-polimerase II. Os TATA e CAAT boxes estao situados mais ou menos nas 
mesmas posigoes nos promotores da maioria dos genes nucleares que codificam protefnas. Os GC boxes e octameros podem estar presentes 
ou ausentes. Quando presentes, eles ocorrem em muitos locais diferentes, seja isoladamente ou em varias copias. As sequencias mostradas 
aqui sao as sequencias de consenso para cada um dos elementos promotores. Os elementos promotores conservados sao mostrados em seus 
locais no gene de timidina-cinase de camundongo. 


promotores que sao reconhecidos pela RNxA-polimerase II 
contem parte desses componentes mas nao todos eles. O 
elemento conservado mais proximo do sitio de inicio da 
transcrigao (posigao +1) e chamado TATA boxe. Ele tern 
a seqiiencia de consenso TATAAAA (lendo de 5' para 3' 
no filamento nao-molde) e e centrado na posigao -30. O 
TATA boxe tern um papel importante em posicionar o ponto 
de inicio da transcrigao. O segundo elemento conservado 
e chamado CAAT boxe. Ele geralmente ocorre perto da 
posigao -80 e tern a seqiiencia de consenso GGCCAATCT 
Dois outros elementos conservados, o GC boxe, consenso 
GGGCGG, e o boxe octamero, consenso ATTEGCAT, 
geralmente estao presentes nos promotores da RNA-poli¬ 
merase II. Eles influenciam a eficiencia de um promotor em 
iniciar a transcrigao. 

O inicio da transcrigao pela RNA-polimerase II requer a 
assistencia de varios fatores basais de transcrigao. Outros 
fatores de transcrigao e sequencias regulatorias chamados de 
acentuadores e silenciadores modulam a eficiencia da iniciagao 
(Cap. 21). Os fatores basais de transcrigao devem interagir 
com promotores na seqiiencia correta para iniciar efetiva- 
mente a transcrigao (Fig. 11.17). Cada fator basal de trans¬ 
crigao e indicado como TFIIX (fator de transcrigao para 
a polimerase II), em que X e a letra que identifica o fator 
individual). 

As posigoes nas quais cada um desses fatores de transcri¬ 
gao se liga ao DNA do promotor foram estabelecidas em 
parte determinando-se que segmentos de DNA estao prote- 
gidos da degradagao por nucleases quando um fator especf- 
fico foi adicionado ao complexo de iniciagao. As sequencias 
de DNA que estao protegidas por fatores de transcrigao ou 
outras protefnas de ligagao ao DNA podem ser identificadas 
por experimentos de footprinting de DNase. Pequenas mo- 
leculas homogeneas de DNA que contem o sitio potencial 
de ligagao sao isoladas e marcadas em uma ponta com um 
isotopo radioativo ou corante fluorescente. Aletade das mo- 
leculas sao incubadas com a protefna de ligagao ao DNA de 
interesse e metade e mantida livre de protefnas. Ambas as 


amostras de DNA sao entao rapidamente tratadas - apenas 
o suficiente para que a maioria das moleculas de DNA sejam 
clivadas uma vez - com DNase I pancreatica, uma enzima 
que faz cortes internos aleatorios no DNA. Os produtos re- 
sultantes de clivagem sao entao separados com base no ta- 
manho por eletroforese em gel (veja Cap. 9). A amostra livre 
de protefna contera fragmentos de DNA de todos os tama- 
nhos possfveis produzidos por clivagem entre todos os pares 
de nucleotfdeos adjacentes na molecula. Os produtos de cli¬ 
vagem produzidos a partir do DNA ao qual a protefna es- 
tava ligada exibirao uma “pegada” (footprint) onde nao existir 
ponta de fragmento de DNA. A seqiiencia a qual a protefna 
e ligada sera protegida de clivagem pela DNase I. Compa¬ 
rand as bandas de DNA radioativo produzidas nas duas 
amostras, com e sem protefna de ligagao ao DNA, um pes- 
quisador pode definir com precisao a seqiiencia de nucleo¬ 
tfdeos a qual a protefna se liga. 

TFIID e o primeiro fator basal de transcrigao a intera¬ 
gir com o promotor. Ele contem uma protefna de ligagao a 
TATA (TBP) e varias pequenas protefnas associadas a TBP 
(Fig. 11.17). Em seguida, TFILA junta-se ao complexo, se- 
guido por TFIIB. TFIIF primeiro associa-se a RNA-poli¬ 
merase II, e entao TFIIF e RNA-polimerase II juntam-se ao 
complexo de iniciagao da transcrigao. TFIIF contem duas 
subunidades, uma das quais tern atividade de deselicoidizar o 
DNA. Portanto, TFIIF provavelmente catalisa o deselicoi¬ 
dizar localizado da dupla helice de DNA necessario para ini¬ 
ciar a transcrigao. TFIIF entao se junta ao complexo de ini¬ 
ciagao, ligando-se ao DNA posterior (< downstream) do ponto 
de inicio da transcrigao. Dois outros fatores, TFIIH e TFIIJ, 
juntam-se ao complexo apos TFIIE, mas suas localizagoes 
no complexo sao desconhecidas. 

As RNA-polimerases I e III iniciam a transcrigao por pro- 
cessos que sao similares, mas um pouco mais simples, que 
o usado pela polimerase II. Entretanto, os promotores dos 
genes transcritos pelas polimerases I e III sao bem diferen¬ 
tes dos usados pela polimerase II, muito embora as vezes 
contenham alguns dos mesmos elementos de agao cis. Os 
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Fig.n.17 m O ini'cio da transcri<;ao pela RNA-polimerase II requer 
a formagao de um complexo basal de inicio de transcribe na regiao 
promotora. A montagem deste complexo comeqa quando TFIID que 
contem a protefna de ligacao a TATA (TBP), liga-se ao TATA boxe’ Os 
outros fatores de transcribe) e a RNA-polimerase II juntam-se ao 
complexo na sequencia mostrada. 
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promotores da RNA-polimerase I sao bipartidos, com uma 
sequencia ceme que se estende de cerca de -45 a +20 e um 
elemento antecedente de controle que vai de -180 a cerca de 
-105. As duas regioes tern seqiiencias similares, e ambas sao 
ricas de G-C. A seqiiencia ceme e suficiente para a iniciacao. 
Entretanto, a eficiencia da iniciagao e fortemente aumentada 
pela presenga do elemento de controle antecedente. 

Curiosamente, os promotores da maioria dos genes 
transcritos pela RNA-polimerase III estao situados dentro 
das unidades de transcricao, posteriores aos pontos de ini¬ 
cio da transcricao, e nao antecedentes como nas unidades 
transentas pelas RNA-polimerases I e II. Os promotores de 
outros genes transcritos pela polimerase III estao situados 
antecedentes ao ponto de inicio da transcrigao, como para 
as polimerases I e II. De fato, os promotores da polimerase 
m podem ser divididos em tres classes, duas das quais tern 
promotores situados dentro da unidade de transcricao. 

Alongamento da Cadeia de RNA e a Adi^ao de 
5' Metilguanosina 

Quando as RNA-polimerases eucarioticas sao liberadas de 
seus complexos de iniciacao, elas catalisam o alongamento 
da cadeia de RNA pelo mesmo mecanismo utilizado pelas 
RNA-polimerases de procariontes (veja Figs. 11.8 e 11.9). 



Fig. 11.18 ■ Modelo da estrutura da RNA-polimerase II na levedura 
5. cerevisiae. Os sulcos na superficie da enzima parecem ser sitios de 
ligaqao para o DNA e a cadeia crescente de RNA. Um sulco com cerca 
de 2,5 nm de largura e 1 nm de profundidade e o sitio hipotetico de 
ligaqao para o DNA (a cadeia com 10 contas de tamanho); outro sulco 
com cerca de 1,5 nm de largura e 2 nm de profundidade liga-se a 
cadeia crescente de RNA (a cadeia com 4 contas de tamanho) 
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A analise estrutural da RNA-polimerase n de 5. cerevisiae 
revela a presenga de sulcos de superffcie tidos como sendo 
sitios de ligagao de DNA e RNA (Fig. 11.18). 

No micio do processo de alongamento, as pontas 5' dos 
pre-mRNA eucarioticos sao modificadas pela adigao de 
^ revestimentos” {caps) de 7-metilguanosina (7-MG). Estes 
revestimentos -MG sao adicionados quando as cadeias 
crescentes de RNx4 tem apenas cerca de 30 nucleotideos de 
tamanho (Fig. 11.19). O 7-MG contem uma ligagao inco- 
mum 5 -5 -trifosfato (veja Fig. 11.15) e dois ou mais grupos 
metila. Esses revestimentos de 5' sao adicionados co-trans- 
cricionalmente pela via biossintetica mostrada na Fig. 11.19. 
Os caps 7-MG sao reconhecidos por fatores proteicos envol- 
vidos na iniciagao da transcrigao (Cap. 12) e tambem ajudam 
a proteger as cadeias crescentes de RNA de degradagao por 
nucleases. 

Lembre que genes eucarioticos estao presentes na croma- 
tina organizada em nucleossomos (Cap. 9). Como a RNA- 
polimerase transcreve DNA acondicionado em nucleosso¬ 
mos ? Os nucleossomos tem que ser desmontados antes que 
o DNA dentro dele possa ser transcrito? Surpreendente- 
mente, a RNA-polimerase II e capaz de mover-se atraves 
dos nucleossomos com a ajuda de um complexo proteico 
chamado FACT (facilitador de transcrigao da cromatina), 
que remove dfmeros de histonas H2A/H2B dos nucleosso¬ 
mos deixando hexassomos” de histona. Apos a polimerase 


RNA-polimerase II 



(a) Estagio inicial na transcricao de um gene pela RNA-polimerase II. 
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(b) Via de biossintese do cap 7-MG. 


Fig. 11.19 ■ Os revestimentos de 7-metilguanosina (7-MG) sao 
adicionados as pontas 5' dos pre-mRNA logo apos comegar o 
processo de alongamento. 


II mover-se atraves do nucleossomo, FACT e outras prote- 
mas acessorias ajudam a redepositar os dfmeros de histona, 
restaurando a estrutura do nucleossomo. Devemos notar 
tambem que a cromatina que contem genes que estao sendo 
transcritos tem uma estrutura menos compacta do que a 
cromatina que contem genes inativos. A cromatina na qual 
genes ativos estao compactados tende a conter histonas com 
muitos grupos acedia (Cap. 9), enquanto a cromatina com 
genes inativos contem histonas com menos grupos acetila. 
Estas diferen?as sao mais discutidas no Cap. 21. 


Termino Por Clivagem da Cadeia e a Adi^ao de 
Caudas 1 ' Poli(A) 

As pontas 3' dos RNA transcritos sintetizados pela RNA- 
polimerase II sao produzidas por clivagem endonucleolitica 
dos transcritos primarios, e nao pelo termino da transcrigao 
(Fig. 11.20). Os eventos de termino de transcrigao em ge- 
ral ocorrem em varios sitios que estao localizados 1.000 a 
2.000 nucleotideos posteriores ao sitio que ira tornar-se a 
ponta 3 do transcrito final. Isto e, a transcrigao continua 
alem do sitio que ira tornar-se a ponta 3', e o segmento 
distal e removido por clivagem endonucleolitica. O evento 
de clivagem que produz a ponta 3' de um transcrito geral- 
mente ocorre no sftio de 11 a 30 nucleotideos posteriores a 
sequencia conservada de consenso AAUAAA e antecedente a 
seqiiencia rica em G-U situada perto da ponta da unidade de 
transcrigao. Apos a clivagem, a enzima poli(A) -polimerase 
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Fig. 11.20 ■ Caudas poli(A) sao adicionadas as pontas 3' 
dos transcritos pela enzima poli(A)-polimerase. As pontas 3', 
substratos para a poli(A)-polimerase, sao produzidas por clivagem 
endonucleolitica do transcrito posterior ao sinal de poliadenilagao, 
que tem a sequencia de consenso AAUAAA. 
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adiciona caudas poli(A), trechos de adenosina-monofosfato 
com cerca de 200 nucleorideos de tamanho, as pontas 3' dos 
transcritos (Fig. 11.20). A adigao de caudas poli(A) a mRNA 
eucarioticos e chamada poliadenilagao. 

A formagao de caudas poli(A) em transcritos requer um 
componente especifico que reconhece e se liga a seqiiencia 
AAUAAA, um fator estimulatorio que se liga a seqiiencia 
rica em G-U, uma endonuclease, e a polimerase poli(A). Es- 
tas proteinas formam um complexo multimerico que efetua 
tanto a clivagem quanto a poliadenilagao em reagSes muito 
acopladas. As caudas poli(A) de mRNA eucarioticos acen- 
tuam sua estabilidade e tern um papel importante em seu 
transporte do nucleo para o citoplasma. 

Em contraste com a RNA-polimerase II, tanto a RNA- 
polimerase I quanto a III respondent a discretos sinais de 
termind. A RNA-polimerase I termina a transcrigao em 
resposta a uma seqiiencia de 18 nucleotideos de tamanho 
que e reconhecida por uma proteina de termino associada. 

A RNA-polimerase III responde a um sinal de termino que 
e similar ao finalizador independente de ro em E. coli (veja 
Fig. 11.13). 

Edigao do RNA: Alterando o Conteudo da Informal 
de Moleculas de mRNA 

De acordo com o dogma central da biologia molecular, a in- 
formagao genetica flui do DNA para o RNA para a proteina 
durante a expressao genica. Normalmente, a informacao ge¬ 
netica nao e alterada no mRNA intermediario. Entretanto, 
a descoberta da edigao do RNA mostrou que ocorrem ex- 
ce?oes. Os processos de edigao do RNA alteram o conteudo 
da informacao dos transcritos genicos de dois modos: (1) 
mudando as estruturas de bases individuais e (2) inserindo 
ou deletando monofosfatos de uridina. 

O primeiro tipo de edigao de RNA, que resulta na subs- 
tituigao de uma base por outra, e raro. Este tipo de edigao 
foi descoberto em estudos dos genes da apolipoproteina B 
( apo-B ) e mRNA em coelhos e humanos. As apolipoprote- 
inas sao proteinas sangiiineas que transportam alguns tipos 
de moleculas de gordura no sistema circulatorio. No flgado, 
o mRNA da apo-B codifica uma grande proteina com 4.563 
aminoacidos de tamanho. No intestino, o mRNA da apo- 
B dirige a sintese de uma proteina com apenas 2.1t3 ami¬ 
noacidos de tamanho. Aqui, uma citosina no pre-mRNA e 
convertida em U, gerando um codon interno UAA de ter¬ 
mino de tradugao, que resulta na apolipoproteina truncada 
(Fig. 11.21). UAA e um dos tres codons que terminam as ca- 
deias polipeptidicas durante a tradugao. Se um codon UAA 
e produzido dentro da regiao codificante de um mRNA, ele 
prematuramente termina o polipeptideo durante a tradugao, 
gerando um produto genico incompleto. A conversao C 
U e catalisada por uma proteina de ligagao ao RNA espe- 
cifica de seqiiencia com uma atividade que remove grupos 
amino das citosinas. Um exemplo similar de edigao de RNA 
foi documentado para um mRNA que especifica uma prote- 


DNA 



Apolipoproteina com Apolipoproteina com 

4.563 aminoacidos 2.153 aminoacidos 


Fig. 11.21 ■ Edigao do mRNA da apolipoproteina-B no intestino de 
mamiferos. 

ina (o receptor de glutamato) presente em celulas do cerebro 
de rato. A edigao mais ampla do mRNA do tipo C —» U 
ocorre nas mitocondrias das plantas, enquanto a maioria dos 
transcritos genicos sao editados em algum grau. As mito¬ 
condrias tem seus proprios genomas de DNA e maquina- 
ria de sintese de proteinas (Cap. 19). Em alguns transcritos 
presentes em mitocondrias de plantas, a maioria das C sao 
convertidas em U. 

Um segundo tipo, mais complexo, de edigao de RNA 
ocorre nas mitocondrias de tripanossomas (um grupo de 
protozoarios flagelados que causam a doenga do sono em 
humanos). Neste caso, monofosfatos de uridina sao inseri- 
dos em (e ocasionalmente deletados de) transcritos genicos, 
causando grandes mudangas nos polipeptideos especificados 
pelas moleculas de mRNA. O tipo de edigao mitocondrial de 
tripanossoma e ilustrado na Fig. 11.22, que mostra as sequen¬ 
ces do filamento codificante de DNA, o RNAtranscrito pre- 
edigao e o mRNA editado do gene de citocromo b de Leish- 
mania tarentolae. (Citocromo b e uma proteina envolvida na 
produgao de energia quimica.) Este processo de edigao de 
RNA e mediado por RNA guias transcritos de diferentes 
genes mitocondriais. Os RNA guias contem seqiiencias que 
sao parcialmente complementares aos pre-mRNA a serem 
editados. O pareamento entre os RNA guias e os pre-mRNA 
resulta em espagos com unidades A nao pareadas nos RNA 
guias. Os RNA guias servem como moldes para edigao, e as 
U sao inseridas nos espagos nas moleculas de pre-mRNA em 
oposigao as A nos RNA guias (Fig. 11.22). 
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Fig. 11.22 ■ Edigao do pre-mRNA do citocromo b mitocondrial no tripanossoma Leishmania tarentolae. As uridina-monofosfato (U) que 
foram inseridas nos espagos no pre-mRNA durante o processo de edigao estao destacadas em laranja. Pareamento de bases entre o 
pre-mRNA e o RNA guia e representado por linhas verticais entre as duas moleculas. 


Em alguns casos, dois ou mais RNA guias diferentes par¬ 
ticipant da edigao de um unico pre-mRNA. Os RNA guias 
nao so fornecem os moldes para os processos de edigao, mas 
tambem doam monofosfatos de uridina que sao inseridos nos 
pre-mRNA. Os RNA guias tern caudas oligo(U) em 3', com 
5 a 24 nucleotideos de tamanho. Estas U sao inseridas nos 
pre-mRNA durante o processo de edigao por um complexo 
mecanismo de duas etapas (Fig. 11.23). Na primeira etapa, 
a 3'-OH livre no RNA guia ataca e rompe uma ligagao es¬ 
ter interna no pre-mRNA, formando uma ligagao covalente 
com a parte 3' do pre-mRNA clivado. Na segunda etapa, a 
3'--OH livre na parte 5' do pre-mRNA clivado ataca uma 
ligagao ester entre duas U nas pontas da cauda oligo(U) do 
RNA guia, reestruturando a molecula de pre-mRNA, mas 
agora com uma U inserida no sitio do ataque inicial. 

Por que ocorrem estes processos de edigao de RNA? Por 
que as seqiiencias finais de nucleotideos destes mRNA nao 
sao especificadas pelas seqiiencias dos genes mitocondriais 
como sao na maioria dos genes nucleares? As respostas a es¬ 
tas interessantes perguntas sao puramente especulativas. Os 
tripanossomas sao eucariontes unicelulares primitivos que 


divergiram de outros eucariontes bem cedo na evolugao. Al¬ 
guns evolucionistas especulam que a edigao do RNA era co¬ 
mum em celulas ancestrais, em que muitas reagoes jtarecem 
ser catalisadas por moleculas de RNA em vez de protemas. 
Outra posigao e que a edigao do RNA e um mecanismo pri- 
mitivo para alterar os padroes de expressao genica. Por qual- 
quer motivo, a edigao do RNA tem um papel importante 
na expressao de genes nas mitocondrias de tripanossomas e 
plantas. 

mb P0NT0S IMPORTANTES 

■ Tres RNA-polimerases diferentes estao presentes em euca¬ 
riontes, e cada polimerase transcreve um conjunto distinto 
de genes. 

■ Os transcritos genicos eucarioticos geralmente sofrem tres 
modificagoes importantes: (1) a adigao de caps de 7-metilgua- 
nosina as pontas 5', (2) a adigao de caudas poli(A) na ponta 3' e 
(3) a remogao de sequencias intron nao codificantes. 

■ O conteudo de informagoes de alguns transcritos eucarioticos 
e alterado pela edigao do RNA, que muda a sequencia de nu¬ 
cleotideos dos transcritos antes de sua tradugao. 
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O Clivagem de ligacao ester em premRNA e formacao de uma 
ligacao ester entre o RNA guia e a parte 3' do prernRNA. 
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19 Clivagem da ligacao ester entre duas U terminais do RNA guia, 
reconstituindo o prernRNA, mas com uma U inserida no sitio 
de clivagem inicial na etapa 1. 
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Fig. 11.23 ■ O mecanismo de duas etapas pelo qual 
uridina-monofosfato sao inseridas em moleculas de pre-mRNA 
durante sua ediqao em mitocondrias de tripanossomas. 


GENES INTERROMPIDOS EM EUCARIONTES: 
EXONS E INTRONS 

A maioria dos genes eucarioticos contem sequencias 
nao codificantes chamadas introns que interrompem 
as sequencias codificantes, os exons. Os introns sao 
removidos dos RNA transcritos antes de seu transporte 
para o citoplasma. 

A maioria dos genes bem caracterizados de procarion- 
tes consistent em sequencias continuas de pares de nucleoti- 
deos, que especificam sequencias co-lineares de aminoacidos 
nos produtos genicos polipeptidicos. Entretanto, em 1977, a 
analise molecular de tres genes eucarioticos produziu uma 
grande surpresa. Estudos de genes de (3-globina (uma das 


duas proteinas diferentes na hemoglobina) de camundon- 
gos e coelhos e do gene de ovalbumina de galinhas (uma 
proteina de estocagem no ovo) revelaram que eles contem 
sequencias nao codificantes intercalates entre sequencias 
codificantes. Elas foram subseqiientemente encontradas em 
regioes nao traduzidas de alguns genes. Elas sao chamadas 
introns (de sequencias intercalates). As sequencias que per- 
manecem presentes em moleculas finais de mRNA (tanto 
sequencias codificantes quanto nao codificantes) sao chama¬ 
das de exons (para sequencias expressas). A descoberta de 
introns e o tema do Marco deste capitulo (veja Um Marco 
na Genetica: Introns). Os geneticistas hoje sabem que os 
introns interrompem a maioria dos genes eucarioticos mas 
nao todos eles. 


Alguns Genes Eucarioticos Muito Grandes 

Subseqiiente aos estudos pioneiros sobre os genes de glo- 
bina de mamiferos e o gene de ovalbumina de galinhas (veja 
Marco), introns nao codificantes foram demonstrados em 
grande numero de genes eucarioticos. De fato, genes in- 
terrompidos sao muito mais comuns que genes nao inter- 
rompidos em animais e plantas superiores. Por exemplo, o 
gene de Xenopus laevis que codifica a vitelogenina A2 (que 
gera a proteina da gema do ovo) contem 33 introns, e o 
gene do colageno la2 de galinha contem pelo menos 50 
introns. O gene do colageno tern 37.000 pares de nucleoti- 
deos, mas origina uma molecula de mRNA. com apenas cerca 
de 4.600 nucleotideos de tamanho. Outros genes contem 
relativamente poucos introns, mas alguns dos introns sao 
muito grandes. Por exemplo, o gene Ultrabithorax (Ubx) de 
Drosophila contem um intron que possui aproximadamente 
70.000 pares de nucleotideos de tamanho. O maior gene 
caracterizado hoje em dia e o gene humano DMD, que causa 
a distrofia muscular Duchenne quando tornado nao funcio- 
nal por mutagao. O gene DMD tem 2,5 milhoes de pares de 
nucleotideos e contem 78 introns. 

Embora os introns estejam presentes na maioria dos ge¬ 
nes de animais e plantas superiores, eles nao sao essenciais 
porque nem todos estes genes contem introns. Os genes de 
histona do ourigo do mar e quatro genes heat shock (cho- 
que de calor) de Drosophila estavam entre os primeiros genes 
animais que nao tinham introns. Hoje sabemos que muitos 
genes de animais e plantas superiores nao tem introns. 

Introns: Significado Biologico? 

No momento, os cientistas sabem relativamente pouco 
sobre o significado biologico da estrutura exon-mtron de 
genes eucarioticos. Os introns sao altamente variaveis em 
tamanho, indo de cerca de 50 pares de nucleotideos ate mi- 
lhares de pares de nucleotideos de tamanho. Este fato levou 
a especula^ao de que os introns possam ter um papel na re- 
gula 9 ao da expressao genica. A transcrigao de genes com 
grandes introns leva mais tempo do que a transcrigao de 
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genes com pequenos mtrons ou sem mtrons. Assim, seria 
esperado que a presenga de grandes fntrons em genes re- 
duziria a taxa de acumulo de transcritos em uma celula. O 
fato de que os mtrons acumulam novas mutagoes muito mais 
rapidamente que os exons indica que as sequencias de pares 
de nucleotideos especfficas dos fntrons, excluindo as pontas, 
nao sao muito importantes. 

Em alguns casos, os exons diferentes dos genes codificam 
dominios funcionais diferentes dos produtos genicos pro- 
teicos. Isto e mais aparente no caso de genes que codificam 
cadeias pesadas e leves de anticorpos (Cap. 23). No caso de 
genes de globina de mamfferos, o exon do meio codifica o 
domfnio de ligagao de hemo da protefna. Tern havido uma 
consideravel especulagao de que a estrutura exon-fntron de 
genes eucarioticos tenha resultado da evolugao de novos ge¬ 
nes pela fusao de genes ancestrais nao interrompidos (unico 
exon). Se esta hipotese estiver correta, os mtrons podem ser 
meramente relfquias do processo evolutivo. 

Alternativamente, os mtrons podem fornecer uma van- 
tagem seletiva aumentando as taxas em que as seqiiencias 
codificantes em exons diferentes de um gene podem rees- 
truturar-se por recombinagao, acelerando assim o processo 
de evolugao. Em alguns casos, vias alternativas de recompo¬ 
sigao de um transcrito produzem uma famflia de protefnas 
correlatas (veja Fig. 14.27). Nesses casos, os mtrons resultam 
em varios produtos de um unico gene. A recomposigao alter- 
nativa do transcrito troponina T de rato e ilustrada na Fig. 
21.4. No caso do gene mitocondrial de levedura que codifica 
o citocromo £, os mtrons contem exons de genes que codi¬ 
ficam enzimas envolvidas no processamento do transcrito 
primario do gene. Assim, fntrons diferentes podem de fato 
ter papeis diferentes, e muitos mtrons podem nao ter signi- 
ficado biologico. Como muitos genes eucarioticos nao tern 
mtrons, estas regioes nao codificantes nao sao necessarias 
para a expressao genica normal. 

■■■ PONTOS IMPORTANTES 

® A maioria dos genes eucarioticos, mas nao todos eles, sao divi- 
didos em sequencias codificantes chamadas exons e nao codi¬ 
ficantes chamadas mtrons. 

® Alguns genes contem mtrons muito grandes; outros abrigam 
grandes numeros de pequenos mtrons. 

* O significado biologico dos mtrons ainda esta aberto a debates. 


REMO^AO DE INTRONS POR 
RECOMPOSIGAO DO RNA 

Os mtrons nao codificantes sao removidos de 
transcritos genicos por varios mecanismos diferentes. 

A maioria dos genes nucleares que codificam protef¬ 
nas em eucariontes multicelulares contem mtrons. Menos, 
mas ainda muitos, dos genes de eucariontes unicelulares tais 
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Fig. 11.24 ■ A remogao de sequencias intron de transcritos 
primarios por recomposigao do RNA. O mecanismo de 
recomposigao deve ser preciso para o unico nucleotideo garantir 
que os codons nos exons seguintes sejam traduzidos corretamente 
para produzir a sequencia correta de aminoacidos no produto 
polipeptidico. 


como leveduras contem fntrons. Genes raros de archaea e 
de alguns virus de procariontes tambem contem fntrons. No 
caso destes genes “divididos”, o transcrito primario contem 
toda a sequencia do gene, e as sequencias intron sao excisa- 
das durante o processamento do RNA (veja Fig. 11.15). 

Para genes que codificam protefnas, o mecanismo de re¬ 
composigao deve ser preciso. Ele deve unir sequencias exon 
com precisao de cada nucleotideo para garantir que codons 
em exons distais a mtrons sejam corretamente lidos (Fig. 
11.24). A precisao a este grau parece requerer sinais precisos 
de recomposigao, supostamente sequencias de nucleotideos 
dentro de fntrons e nas jungoes exon-fntron. Entretanto, nos 
transcritos primarios de genes nucleares, as unicas sequen¬ 
cias completamente conservadas de fntrons diferentes sao 
sequencias de dinucleotfdeos nas pontas dos fntrons, como 
por exemplo, 


intron 



exon-GT..AG-exon 

As sequencias mostradas aqui sao para o filamento de DNA 
nao-molde (equivalente ao RNA transcrito, mas com T em 
lugar de U). Alem disso, existem curtas sequencias de con- 
senso nas jungoes exon-fntron. Para genes nucleares, as jun¬ 
goes de consenso sao 


exon intron exon 



A64G73 G! 00 Tj 00 A^ 8 A^ 8 G 84 T 63 .6Pi 74 _ 87 N C 65 A 100 G 100 N 
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Os subscritos numericos indicam as porcentagens de frequen¬ 
ces das bases de consenso em cada posigao. Assun, um subs- 
crito 100 indica que uma base sempre esta presente nesta posi- 
cao. N e Pi indicam que qualquer um dos quatro nucleondeos 
padroes ou pirimidinas, respectivamente, podem estarpresen- 
tes na posigao indicada. As jungoes exon-intron sao dfreren- 
tes para genes de tRNA e genes estruturais em mitocondnas 
e cloroplastos, que usam mecanismos diferentes de recompo 
sicao do RNA (veja a segao seguinte). Ha apenas uma sequen- 
cia curta conservada, o TACTAAC boxe, situada a cerca e 
30 nucleotideos antecedentes ao sitio de corte 3' dos mtrons 
em genes nucleares. O TACTAAC boxe e bem conservado na 

levedura do pao, mas nao em eucariontes mulocelulares. O 

TACTAAC boxe exibe uma forte preferencia para uma purma 
ou uma pirimidina em cada sitio, como o seguinte: 


Pigo N Pigo P'87 PU75 A -100 P>95 


A adenina naisexta posigao do TACTAAC boxe e completa- 
mente conservada e se sabe que desempenha um papel im- 
portante na reagao de recomposigao. Com a excegao dos 
dinucleotideos terminals e do TACTAAC boxe, as sequen¬ 
ces de intron dos genes nucleares sao sequences altamente 
divergentes aparentemente aleatorias. Os mtrons de genes 
de mitocondrias e cloroplastos tambem contem sequences 
conservadas, mas elas sao diferentes das de genes nucleates^ 
A natureza altamente conservada dos smos de corte 3 
e 3' e o TACTAAC boxe indicam que eles tern um papel 
importante no processo de expressao genica. Evidencia di- 
reta de sua importance foi dada por mutagoes nesses smos 
que causam fenotipos mutantes em muitos eucariontes dite- 
rentes. De fato, tais mutagoes as vezes sao responsaveis por 
doengas hereditarias em humanos, tais como disturbios da 
hemoglobina. 

A descoberta de mtrons nao codificantes em genes esti- 
mulou o interesse nos mecanismos pelos quais seqiiencias 
intron sao removidas durante a expressao genica. A demons- 
tracao inicial de que as seqiiencias intron em genes eucari 
oticos eram transcritas juntamente com as seqiiencias exon 
enfocou pesquisas no processamento de transcntos gemcos 
primarios. Do mesmo modo que os sistemas in vitro deram 


informagoes importantes sobre os mecanismos de transcn- 
gao e tradugao, a chave para a compreensao de eventos de 
recomposigao do RNA foi o desenvolvimento de sistemas de 
recomposigao in vitro. Usando estes sistemas, pesquisadores 
mostraram que existem tres tipos distintos de remogao de 
mtrons dos RNA transcritos. 

1. Os mtrons de precursores de tRNA sao removidos por 
clivagem endonucleolitica precisa e reagoes de ligagao 
catalisadas por endonuclease especial de recomposigao e 

atividades de ligase. _ . 

2. Os mtrons de alguns precursores de rRNA sao removidos 
autocataliticamente em uma unica reagao mediada pela 
propria molecula de RNA. (Nao esta envolvida nenhuma 

atividade enzimatica proteica.) 

3. Os mtrons de transcritos nucleares pre-mRNA (hnRJNA) 
’ sao removidos em reagoes de duas etapas efetuadas por 

complexas particulas de ribonucleoproteinas chamadas 
spliceossomos. 


Estes tres mecanismos de remogao de mtrons sao discutidos 
nas tres segoes seguintes. Existem outros mecanismos de re¬ 
mogao de intron, mas por questao de simplificagao eles nao 
serao discutidos aqui. 

Recomposigao de Precursor de tRNAt Atividades 
Unicas de Nuclease e Ligase 

A reagao de recomposigao do precursor de tRNA foi es- 
clarecida em detalhes na levedura Saccharomyces cerevime. 
Tanto os sistemas de recomposigao in vitro quanto os mutan¬ 
tes de recomposigao sensiveis a temperatura foram usados 
para dissecar o mecanismo de recomposigao de tRNAem A 
cerevisiae. A remogao de mtrons de precursores de tRNA em 
leveduras ocorre em dois estagios (Fig. 11.25). No estagio 
I uma endonuclease de recomposigao nuclear ligada a 
membrana faz dois cortes exatamente nas pontas do intron. 
Entao, no estagio II, uma ligase de recomposigao lunta as 
duas metades do tRNA para produzir a forma final da mo- 
lecula de tRNA. A especificidade destas reacoes reside nas 


tRNA final 



Fig. 11.25 ■ A remogao de 
mtrons dos precursores de tRNA 
e um processo de dois estagios: 

(I) clivagens endonucleoliticas 
nas extremidades do intron e (II) 
ligagao das pontas recem-formadas 
dos dois exons. O processo de 
ligagao envolve tres reagoes 
distintas, todas catalisadas pela 
ligase de recomposigao. Esta 
enzima unica contem atividades de 
fosfodiesterase, cinase e ligase. 
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caracteristicas tridimensionais conservadas dos precursors removidos, ou o envio de rRNA recompostos para o cito 
e tRNA, e nao nas seqiiencias de nucleotfdeos em si. plasma, pode ativar a recomposigao no sentido para diante. 


de tRNA, e nao nas seqiiencias de nucleotideos em si. 


Note que as reagoes de recomposigao autocataliticas sao 


recompostos para o cito- 


Recomposi^ao Autocatalitica 


de natureza intramolecular e portanto nao sao dependentes 
de concentragao. Alem disso, os precursores de RNA sao 


Um tema geral na biologia e que o metabolismo ocorre me- ca P azes de formar um centro ativo ao qual se liga o co-fa- 
diante seqiiencias de reagoes catalisadas por enzimas. Essas tor g^ an osina-3'-OH. A recomposigao autocatalitica des- 
enzimas muito importantes em geral sao protemas, as vezes ses P rec ursores de rRNA demonstra que os sftios cataliticos 
polipeptideos unicos e as vezes complexos heteromultime- nSo s ^° restr i tos a protemas. Entretanto, nao ha atividade 
ros. Ocasionalmente, as enzimas precisam de co-fatores nao trans catalitica como para enzimas, mas apenas atividade cis 
proteicos para desempenhar suas fungoes. Quando liga- catalitica. Alguns cientistas acreditam que a recomposigao 
goes covalentes estao sendo alteradas, geralmente e suposto 
que a reagao esta sendo catalisada por uma enzima. Assim, Precursor de rRNA: 
a descoberta em Tetrahymena the'nnophila de que o intron G-OH 

no precursor de rRNA foi removido sem o envolvimento Jj*o n 1 2 mm EX ° n 2 -n H q 

de nenhuma atividade catalitica proteica surpreendeu. En- ^ 

tretanto, hoje esta claramente estabelecido que a atividade 

de recomposigao que remove o intron deste precursor de O Ligacao fosfoester a 

rRNA e intrinsica a propria molecula de RNA. Alem disso, na juncao exon | 

foi demonstrado que tal auto-recomposigao ou atividade JaraG^O^cortando lntron 

autocatalitica ocorre em precursores de rRNA de varios eu- a ligacao exon 1-intron. 

cariontes inferiores e em grande numero de precursores de 

rRNA, tRNA e mRNA em mitocondrias e cloroplastos de j 

muitas especies diferentes. No caso de muitos destes introns, 1 


o mecanismo de auto-recomposigao e o mesmo daquele F Ynn i ' Exon 2 


Exon 2 


Fynn 1 



juncao intron-exon 2 e 
transferida para a ponta 
3' do exon 1, juntando 
exons 1 e 2. 


auuA^uui uLd uu in cron no precursor ae rKlNA transferida para a ponta ^ ^ 

cle letrahymena e de alguns outros introns nao requer uma 3‘ do exon 1, juntando 

fonte de energia externa e nenhuma atividade catalitica pro- exons 1 e 2. 

teica. Em vez disso, o mecanismo de recomposigao envolve 
uma serie de transferencias de ligagoes fosfoester, sem liga- 

goes perdidas ou ganhas no processo. A reacao requer um ^ xon 1 Exon 2 j 

_i_i ^ rRNA recomnnstn- W 



Exon 1 


Exon 2 


* r -o—ii ituuti Ulll DMA 

nucleosideo ou nucleotideo guanina com um grupo 3'-OH r recom P° sto: 5 



liwe (GIP, GDP, GMP ou guanosina funcionais) como co- 
fator mais um cation monovalente e um cation divalente. A 


necessidade de G-3'-OH e absoluta. Nenhuma outra base 


pode ser substituida no co-fator nucleosideo ou nucleotideo. 


O intron e removido por meio de duas transferencias de liga- k 
gao fosfoester, e o intron removido pode subseqiientemente 



A circularizagao autocatalitica do intron removido sugere 
que a auto-recomposigao destes precursores de rRNA reside 
primariamente, ou totalmente, dentro da propria estrutura do 
intron. Supostamente, a atividade autocatalitica e dependente 
da estrutura secundaria do intron ou pelo menos da estrutura 


secundaria da molecula precursora de RNA. As estruturas 
secundarias desses RNA auto-recompostos deve colocar os 
grupos reativos em justaposigao para permitir que a trans¬ 
ference da ligagao fosfoester ocorra. Como as transferen¬ 
cias das ligagoes fosfoester de auto-recomposigao sao reagoes 
potencialmente reversiveis, a rapida degradagao dos introns 



Fig. 11.26 € Diagrams do mecanismo de auto-recomposigao do 
precursor de rRNA de Tetrahymena thermophila e a subsequente 
circularizagao do intron removido. 
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Fig. 11.27 ■ Fotos de microscopia eletronica de spliceossomos 
purificados. Note a marcante subestrutura das partfculas, que tern 
dimensoes de 40 a 60 nanometres. O detalhe (acima a esquerda) 
mostra uma particula com um filamento fino e uma particula menor 
no final do filamento. 


pela descoberta de que alguns pacientes com uma doenca 
auto-imune as vezes fatal chamada lupus eritematoso sis- 
temico produzem anticorpos que reagem com muitos de 
seus proprios componentes celulares incluindo protemas 
snRNP. Tais anticorpos sao chamados auto-anticorpos por- 
que eles reagem com as protemas do proprio paciente. 
Normalmente, o sistema imune humano produzira ape- 
nas anticorpos que reagem com protemas exogenas (Cap. 
23). Em pacientes com lupus, os auto-anticorpos causam 
inflamagoes de tecidos e orgaos que podem resultar em 
funcionamento anormal do coracao, dos rins ou do figado 
e ate mesmo na morte. Os auto-anticorpos de pacientes 
com lupus eritematoso sistemico podem ser usados para 
precipitar snRNP. Assim, eles facilitam muito a purificacao 
dos snRNP para estudos estruturais e funcionais. 


Exon 1 
5* 


autocatalitica do RNA possa ser uma reliquia de um mundo 
inicialmente baseado em RNA. 

Recomposigao de Pre-mRNA: snRNA, snRNP e o 
Spliceossomo 

Os introns em pre-mRNAs nucleares sao removidos em duas 
etapas, como os introns nos precursores de tRNA de levedu- 
r^s e precursores de rRNA de Tetrahymcna que foram discu 
tidos nas duas segoes precedentes. Entretanto, os introns nao 
sao removidos por simples nucleases e ligases de recomposi¬ 
gao ou autocataliticamente, e nao e necessario nenhum co-fa- 
tor guanosina. Em vez disso, a recomposigao de pre-mRNA 
nuclear e feita por estruturas complexas de RNA/protema 
chamadas spliceossomos (Fig. 11.27). Estas estruturas sao 
de muitos modos como pequenos ribossomos. Elas content 
um conjunto de pequenas moleculas de RNA denominadas 
snRNA (RNA pequenos nucleares) e cerca de 40 protemas 
diferentes. As duas estapas na recomposigao do pre-mRNA 
nuclear sao conhecidas (Fig. 11.28). Entretanto, alguns deta- 
Ihes do processo de recomposigao ainda sao incertos. 

Cinco snRNA, chamados Ul, U2, U4, U5 e U6, estao 
envolvidos na recomposigao do pre-mRNA nuclear como 
componentes do spliceossomo. (snRNA U3 esta localizado 
no nucleolo e provavelmente esta envolvido na formagao 
de ribossomos.) Em mamiferos, estes snRNA vanam de 
tamanho de 100 nucleotideos (U6) a 215 nucleotideos 
(U3). Alguns dos snRNA na levedura S. cerevisiae sao muito 
maiores. Esses snRNA nao existem como moleculas livres 
de RNA. Em vez disso, eles estao presentes em comple¬ 
xes de pequeno RNA nuclear — protema chamados snRNP 
(pequenas ribonucleoprotefnas nucleares). Os spliceosso¬ 
mos sao compostos de quatro snRNP diferentes e fato- 
res de recomposigao de protemas durante o processo de 
recomposigao. A caracterizagao dos snRNP foi facihtada 


Q 7 



0 spliceossomo completo 
participa na clivagem da 
ligacao fosfoester no sitio 
de corte do intron em 5' e_ 
na formacao de uma ligacao 
fosfodiester entre 5’ G do 
intron e A conservada perto 
da ponta 3‘ do intron. snRNA 
U4 e liberado. 



0 sitio de corte do intron 3‘ 
e clivado e dois exons sao 
unidos por uma ligacao 


Exon 2 


fosfodiester. 


3' 



mRNA recomposto 


Fig. 11.28 ■ Os papeis postulados dos snRNP contendo snRNA na 
recomposigao nuclear do pre-mRNA. 
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UM ^AR(0 NA (JENETKA: Introns 


Durante os anos 1960 e o inicio dos anos 1970, surgiu uma visao 
elegantemente simples do gene. O gene era uma sequencia linear 
de pares de bases codificando uma sequencia co-linear de amino- 
acidos em seus produtos polipeptidicos. Esta visao do gene foi de- 
senvolvida quase que exclusivamente mediante estudos de proca- 
riontes e seus virus. Logicamente, nos tambem sabemos que apenas 
1 a 2 por cento do DNA em mamiferos especificou as sequences de 
aminoacidos em protemas. Entretanto, todos foram surpreendidos 
em 1977 quando sequencias nao codificantes foram descobertas 
entre as sequencias codificantes de genes eucarioticos. 

A primeira evidencia de que algo inesperado estava ocorrendo 
veio de estudos em adenovirus, um virus com DNA que infecta hu- 
manos. Quando Susan Berget e Claire Moore, trabalhando no labo¬ 
ratorio de Philip Sharp no MIT, hibridizaram mRNA purificado de 
adenovirus com DNA adenoviral unifilamentar, eles descobriram 
que o mRNA nao se hibridizava com uma regiao do DNA como 
esperado. Em vez disso, o mRNA se hibridizava com tres regioes 
diferentes no filamento de DNA (Fig. I). 1 De algum modo, segmen- 
tos diferentes do mRNA transcrito haviam sido recompostos. Os 
mesmos resultados foram obtidos independentemente por Louise 
Chow e colaboradores no grupo de Richard Roberts no Cold Spring 
Harbor Laboratory. 2 Nessa epoca, muitos cientistas pensaram que 


1 Berget, S. M., C. Moore e P. A. Sharp, 1977. Spliced segments at the 5’ terminus 
of adenovirus 2 late RNA. Proc Natl. Acad. Sci. U.S.A. 74: 3171-3175. 

2 Chow, L. T., R. E. Gelinas, T. R. Broker e R. J. Roberts, 1977. An amazing sequence 
arrangement at the 5’ ends of adenovirus 2 mRNA. Cell 12:1-9. 


tal estranha recomposiqao de segmentos do mRNA podia ser algo 
unico de virus. Entretanto, essa visao logo se mostrou errada. 

Pesquisas em quatro laboratories diferentes demonstraram que 
sequencias intercalares estavam presentes em genes codifican¬ 
tes de tipos diferentes de protemas em vertebrados. O trabalho 
sobre o gene de (3-globina de coelho no laboratorio de Richard 
Flavell, 3 o gene de p-globina de comundongo no laboratorio de 
Philip Leder 4 e o gene de ovalbumina de galinha nos laboratories 
de Pierre Chambon 5 e de Bert W. O’Malley 6 documentaram inde¬ 
pendentemente a presenqa de sequencias intercalares nao codi¬ 
ficantes, hoje chamadas introns, nestes genes estruturais. Todos 
os quatro estudos dependeram do desenvolvimento de metodos 
pelos quais genes individuals puderam ser isolados (“clonados") e 
caracterizados (Cap. 15). Quando os genes foram comparados com 
seus produtos de mRNA, foi visto que eles continham sequencias 
de nucleotideos que nao estavam presentes nos mRNA. 


Jeffreys, A. J., e R. A. Flavell, 1977. The rabbit (3-globin gene contains a large 
insert in the coding sequence. Cell 12:1097-1108. 

Vilghman, S. M., D. C.Tiemeier, F. Polsky, M. H. EdgellJ. G. Seidman, A. Leder, L. 
W. Enquist, R. Norman e P. Leder, 1977. Cloning specific segments of the mam¬ 
malian genome: Bacteriophage X containing mouse globin and surrounding 
gene sequences. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 74: 4406-4410. 

5 Breathnack, R., C. Benoist, K. O’Hare, F. Gannon e P. Chambon, 1978. Ovalbu¬ 
min gene: Evidence for a leader sequence in mRNA and DNA sequences at the 
exon—intron boundaries. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 75:4853-4857. 

6 Woo, S. L. C, A. Dugaiczyk, M-J. Tsai, E. C. Lai, J. F. Catterall e B. W. O’Malley, 
1978. The ovalbumin gene: Cloning of the natural gene. Proc. Natl. Acad. Sci. 
U.S.A. 75: 3688-3692. 



Fig.l ■ A primeira evidencia de 
introns e recomposiqao do RNA. (a) 
Micrografia eletronica mostrando 
a estrutura do heteroduplice 
formado por hibridiza^ao do 
mRNA final de adenovirus com o 
filamento complementar de DNA 
no cromossomo de adenovirus 
(reproduzida com permissao de S. 

M. Berget, C. Moore e P. A. Sharp. 

1977. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 74: 
3171-3175). (b) Desenho interpretative 
da estrutura mostrada em (a), (c) 
Diagrama mostrando as localizaqoes 
dos introns (sequencias intercalares) e 
exons na ponta 5' do cromossomo de 
adenovirus. 






















REMOgAO DEINTRONS FOR RECOMPOSigAO DO RNA ■ 315 


Q UM MARCO NA QENETICA (continual) 


Algumas das primeiras evidences de fntrons em genes de 
P-globina de mamfferos resultaram da visualizagao de hfbridos 
genomicos de DNA-mRNA por microscopia eletronica. Os du- 
plices DNA-RNA sao mais estaveis que a dupla helice de DNA. 
Assim, se as duplas helices de DNA parcialmente desnaturadas 
sao incubadas com moleculas homologas de RNA em condi- 
qoes apropriadas, os filamentos de RNA irao hibridizar com fi- 
lamentos complementares de DNA , deslocando os filamentos 
equivalentes de DNA (Fig. 2). As estruturas hfbridas DNA-RNA 
resultantes conterao regioes unifilamentares de DNA chamadas 
algas R, onde as moleculas de RNA deslocaram filamentos de 
DNA para fcrmar regioes duplices DNA-RNA. Essas algas R po- 
dem ser visualizadas diretamente por microscopia eletronica. 
Assim a hibridizagao de alga Rea microscopia eletronica pro- 
porcionaram um poderoso instrumento para estudos da estru- 
tura genica. 

Quando Shirley Tilghman, Philip Leder e colaboradores hibridiza- 
ram mRNA purificado de p-globina de camundongo com uma mo- 
lecula de DNA que continha o gene de p-globina de camundongo, 
eles observaram duas algas R separadas por uma alga de DNA bifila- 



n 


Desnaturacao parcial do DNA em 
condicoes que permitem ao RNA 
deslocar o filamento homologo 
de DNA 



0 RNA faz par com o filamento complementar de DNA, 
formando um duplice DNA-RNA, deixando uma regiao 
unifilamentar de DNA chamada alca R. 


Alca R 



mentar (Fig. 3 a) 7 Seus resultados demonstraram a presenga de uma 
sequencia de pares de nucleotfdeos no meio do gene de p-globina 
que nao esta presente no mRNA de p-globina e, portanto, nao codi- 
fica aminoacidos no polipeptfdeo de p-globina. Quando Tilghman 
e colaboradores repetiram os experimentos com alga R usando 
transcritos do gene purificado de P-globina isolados de nucleos 
e tidos como sendo transcritos genicos primarios ou moleculas de 
pre-mRNA, em lugar do mRNA citoplasmatico de p-globina, eles 
observaram apenas uma alga R (Fig. 3b). Este resultado indicou que 
o transcrito primario contem a sequencia completa do gene estru- 
tural, incluindo tanto exons quanto fntrons. Juntos, os resultados 
de algas R obtidos com mRNA citoplasmatico e pre-mRNA nuclear 
demonstram que as sequencias fntron sao removidas e as sequen¬ 
ces exon sao recompostas durante o processamento que converte 
o transcrito primario no mRNA final. 

Tilghman e colaboradores logo verificaram sua interpreta^ao 
dos resultados de alqa R sequenciando um segmento do gene de 
P-globina de camundongo que envolve a jun<;ao entre este grande 
fntron e o exon precedente. 8 Quando eles usaram os codons es- 
tabelecidos para comparar a sequencia de nucleotfdeos do gene 
de p-globina de camundongo com a sequencia conhecida de ami¬ 
noacidos da p-globina de camundongo, a presen<;a da sequencia 
nao codificante ficou clara (Fig. 4). Se nao houver fntron nesta 
posigao no gene de p-globina de camundongo, a sequencia de 
nucleotfdeos preve que os aminoacidos 105 ate 110 seriam Val- 
Ser-Leu-Met-Gli-Tre. Entretanto, a sequencia de aminoacidos de 
P-globina de camundongo foi determinada experimentalmente, e 
os aminoacidos 105 ate 110 sao Leu-Leu-Gli-Asn-Met-lle. Em uma 
publicagao posterior, Tilghman, Leder e colaboradores sequen- 
ciaram o resto do gene de p-globina de camundongo e mostra- 
ram que os aminoacidos 105 a 110 sao codificados pelos primeiros 
seis pares de trincas de nucleotfdeos no exon distal a este fntron. 
O grande fntron do gene de P-globina caracterizado nestes pri¬ 
meiros estudos tern 653 pares de nucleotfdeos de tamanho. Logo 
apos a descoberta do grande fntron, Tilghman, Leder e colabora¬ 
dores descobriram que o gene de p-globina de camundongo con¬ 
tinha um segundo fntron menor, com 116 pares de nucleotfdeos 
de tamanho (Fig. 4). Os resultados de Richard Flavell e colabora¬ 
dores mostraram que a estrutura do gene de p-globina de coelho 
e muito similar a de camundongo. 

Estudos de Tom Maniatis, Richard Flavell e outros mostraram 
que a estrutura do gene humano de p-globina tambem e muito si¬ 
milar a do gene de p-globina de camundongo. Ambos contem dois 
fntrons que separam tres exons. Cada um dos dois genes humanos 
de a-globina tambem contem dois fntrons. De fato, os genes hu- 

7 Tilghman, S. M., D. C. Tiemeier, J. G. Seidman, B. M. Peterlin, M. Sullivan, J. V. 
Maizel e P. Leder, 1978. Intervening sequence of DNA identified in the structu¬ 
ral portion of a mouse p-globin gene. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 75: 725-729. 

8 lbid. 


Fig. 2 ■ A tecnica de hibridizagao de alga R. 
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Micrografia eletronica 

Diagrama interpretative 


// ^ DNA bifilamentar 

- 

/ ;/ de fago X 

v/ ' . --v- ■?. - 

y DNA bifilamentar de intron 
// / de p-globina 


\\ Alca R ;,v 


\ \_mRNA de 

\ p-globina/duplice 


Alca R de DNA 


(a) Alcas R formadas por mRNA de p-globina. 



(b) Alca R formada pelo transcrito primario (pre-mRNA) de p-globina. 


Micrografia eletronica 


Diagrama interpretative 
-Alca R unifilamentar de DNA 


Transcrito primario 
(RNA) de p-globina 


DNA bifilamentar 
de fago X 


Fig. 3 ■ Evidencia de alqa R para um intron no gene 
de p-globina de camundongo. (a) Quando os genes 
de p-globina de camundongo e os mRNA foram 
hibridizados em condi<;oes de al<;a R, duas al^as R 
foram observadas nos hibridos RNA-DNA resultantes. 
(b) Quando transcritos primarios de pre-mRNA de 
genes de P-globina de camundongo foram usados nos 
experimentos de al<;a R, observou-se uma unica al<;a R. 
Estes resultados demonstram que a sequencia intron 
esta presente no transcrito primario mas e removida 
durante o processamento do transcrito primario para 
produzir o mRNA final. 


Gene de p-globina de camundongo 


1 Pares de nucleotideos 


vs 


- 1 

144 116 

223 


653 

260 

| Exon (intron i| 

Exon 

—$*■ 

Intron 

W\ Exon | 


mRNA de p-globina 5' 


Sequencia de nucleotideos: TGT GAC AAG CTG CAT GTG GAT CCT GAG AAC TTC AGG GTG AGT CTG ATG GGC ACC 
Sequencia de aminoacidos: Cis-Asp-Lis-Leu-His-Val-Asp-Pro-Glu-Asn-Fen-Arg (nao traduzidos) 

p-globina: 95 100 104105 HO 

Sequencia prevista de aminoacidos se intron fosse codificante: Val-Ser-Leu-Met-Gli-Tre 

Sequencia de nucleotideos: TCT TCC ATA TTC CCA CAG CTC CTG GGC AAT ATG ATC 

Sequencia de aminoacidos: (nao traduzidos) 

p-globina: 100 


Sequencia prevista de aminoacidos se 
o intron fosse codificante: 


Leu-Leu-Gli-Asn-Met-Ile 
104105 no 

Ser - Ser - He - Fen - Pro - Gin 


Fig. 4 ■ Estrutura do gene principal de 
P-globina de camundongo. Os tres exons 
(sequencias codificantes) sao mostrados 
em purpura, e os dois introns (sequencias 
nao codificantes) sao mostrados em 
vermelho. A correla^ao das sequencias 
exon no gene com as sequencias de 
mRNA e indicada pelas linhas diagonals 
tracejadas. As sequencias de nucleotideos 
do filamento de DNA nao transcrito sao 
mostradas para as duas jun<;des 
exon-intron. Essas sequencias de 
nucleotideos sao as mesmas das 
sequencias de mRNA, mas T substitui U. 
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manos codiflcantes das cadeias de globina embrionaria similares 
a a (Q e similares a (3 (e), da cadeia de globina fetal tipo (3 (y) e da 
cadeia de globina adulta tipo |3 (5), todos contem dois introns e 
:res exons. Alem disso, todos os genes humanos que codificam 
giobinas tipo a tern introns nas mesmas posigoes (separando o 
codon 31 do 32 e o codon 99 do 100), como todos os genes hu¬ 
manos que codificam giobinas tipo (3 (separando o codon 30 do 
31 e o codon 104 do 105). Portanto, as posigoes dos introns foram 
a^tamente conservadas durante a evolugao dos genes de globina 
humana. 

Enquanto Philip Leder, Richard Flavell e colaboradores esta- 
vam demonstrando a presenga de dois introns em genes de (3- 
globina de mamfferos, Pierre Chambon, Bert W. O’Malley e seus 
colaboradores estavam fazendo experimentos similares no gene 
ce ovalbumina de galinha. Quando o filamento transcrito do gene 
ce ovalbumina de galinha foi hibridizado com o mRNA de ovalbu¬ 
mina e visualizado por microscopia eletronica, sete algas unifila- 
mentares de DNA foram observadas (Fig. 5), sugerindo que o gene 
de ovalbumina contem sete introns. Experimentos posteriores, 


incluindo comparagoes diretas das sequences do gene e o mRNA, 
mostraram conclusivamente que o gene de ovalbumina de galinha 
contem sete introns separando oito exons. Estudos subsequentes 
mostraram que os introns sao uma caracteristica comum da maio- 
ria dos genes eucarioticos. Entretanto, ainda temos muito o que 
aprender sobre suas fungoes. 

QUESTOES PARA DISCUSSOES 

1. Os introns correspondem a quase urn quarto do DNA no ge- 
noma humano. Os introns sao apenas sequences “sucata”? Ou 
eles tern papeis importantes em organismos eucarioticos? Que 
fungoes voce pode pensar que tenham as sequences de DNA 
situadas em introns? 

2. Poucos genes procarioticos contem introns, enquanto a maio- 
ria dos genes eucarioticos contem introns. Voce pode pensar 
em possiveis explicates para esta dife~renga? Qual de suas 
explicates voce acha que e mais provavelmente a correta? 
Por que? 



(a) Micrografia eletronica do heteroduplice DNA-mRNA 
ce ovalbumina. 


(b) Diagrama interpretative do 


Cauda poli(A) 


heteroduplice DNA-mRNA. 


Fig. 5 9 Evidencia de sete introns no gene de ovalbumina de galinha. A molecula de mRNA e representada por uma linha vermelha 
r-acejada; o filamento de DNA e mostrado como uma linha verde. As sequencias intron sao algas de DNA unifilamentar marcadas de A ate G. 


Cada um dos snRNA Ul, U2 e U5 esta presente em uma 
partfcula especffica de snRNP. Os snRNA U4 e U6 estao 
presentes juntos em um quarto snRNP; os snRNA U4 e U6 
contem duas regioes de complementariedade intermolecular 
que fazem pares de bases no snRNP U4/U6. Cada um dos 
quatro tipos de partfculas de snRNP contem um subgrupo 
de sete protemas snRNP bem caracterizadas mais uma ou 
mais protemas unicas para o tipo particular de partfcula de 
snRNP. Todos os quatro complexos de snRNP estao presen¬ 
tes nos spliceossomos isolados mostrados na Fig. 11.27. 


A primeira etapa na recomposigao nuclear de pre-mRNA 
envolve clivagem no sftio de clivagem do fntron em 5' (1 
GU-fntron) e a formagao de uma ligagao fosfodiester intra¬ 
molecular entre o carbono 5' da G no sftio de clivagem e o 
carbono 2' de uma A conservada perto da ponta 3' do fntron. 
Esta etapa ocorre em spliceossomos completos (Fig. 11.28) e 
requer a hidrolise de ATP. Evidencias indicam que o snRNP 
Ul deve ligar-se ao sftio de corte 5' antes da reagao inicial de 
clivagem. O reconhecimento do sftio de clivagem na ponta 
5' do fntron provavelmente envolve pareamento de bases 
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entre a seqiiencia de consenso neste sftio e uma seqiiencia 
complementar perto da ponta 5' do snRNA Ul. Entretanto, 
a especificidade da ligagao de pelo menos alguns dos snRNP 
as seqiiencias de consenso do fntron envolve tanto os snRNA 
quanto protemas snRNP especfficas. 

A segunda snRNP a ser adicionada ao complexo de re¬ 
composigao parece ser a snRNP U2. Ela se liga a seqiiencia 
de consenso que contem a A conservada que forma o ponto 
de ramificagao na estrutura em lago do fntron recomposto. 
Portanto, o snRNP U5 liga-se ao sftio 3' de recomposigao, 
e o snRNP U4/U6 e adicionado ao complexo para produzir 
urn spliceossomo completo (Figs. 11.27 e 11.28). Quando o 
sftio de recomposigao do fntron 5' e cortado na etapa 1, o 
snRNA U4 e liberado do spliceossomo. Na etapa 2 da reagao 
de recomposigao, o sftio de recomposigao em 3 ' do fntron e 
cortado, e os dois exons sao unidos por uma ligagao fosfodi- 
ester normal 5' com 3' (Fig. 11.28). O mRNA recomposto 


esta agora pronto para ser mandado para o citoplasma e tra- 

duzido em ribossomos. 

mm PONTOSIMPORTANTES 

a Sequences mtron nao codificantes sao removidas dos RNA 
transcritos no nucleo antes de seu transporte para o cito¬ 
plasma. 

SI Os introns em precursors de tRNA sao removidos pela agao 
conjunta de uma endonuclease e uma ligase de recomposigao 
enquanto os introns em alguns precursores de rRNA sao remo¬ 
vidos autocataliticamente, sem proteina catalitica envolvida. 

® Os introns em pre-mRNA nucleares sao removidos em estrutu- 
ras ribonucleoproteicas complexas chamadas spliceossomos. 

M O processo de remogao de introns deve ser preciso, com exa- 
tidao no nivel de nucleotideo, para garantir que codons em 
exons distais a introns sejam lidos corretamente durante a tra- 
dugao. 


™ Exercicios Basicos llustram a analise 

1. Se o filamento molde de um segmento de um gene tem a seqiien¬ 
cia de nucleotfdeos 3'-GCTAAGC-5', que seqiiencia de nucle- 
otfdeos estara presente no RNA transcrito especificado por este 
segmento genico? 

Resposta: O RNA transcrito sera complementar ao filamento 
molde e tera polaridade qufmica oposta, como na ilustragao se- 
guinte: 

filamento molde de DNA: 3 '-GCTAAGC-5' 

RNA transcrito: 5 '-CGAUUCG-3' 

2. Se o filamento nao-molde de um gene em E. coli tem a seqiiencia: 

5'-TTGACA-(18 bases)-TATAAT-(8 bases)-GCCTTCCAGTG-3' 

que seqiiencia de nucleotfdeos estaria presente no RNA trans¬ 
crito deste gene? 

Resposta: O gene contem seqiiencias promotoras perfeitas -3 5 
e -10. A transcrigao deve ser iniciada em um sftio de cinco a 
nove bases posteriores a seqiiencia -10 TATAAT, e o termino 
5 do transcrito deve conter uma purina. O filamento molde na 
ponta 5 do transcrito deve ter a seguinte estrutura: 

Filamento molde de DNA: 

(seqiiencia -3 5) (seqiiencia -10) 

3'-AACTGT-(18 bases)-ATATTA-(8 bases)-CGGAAGGTCAC- 5 ' 
RNA transcrito: 5'-GCCUUCCAGUG-3' 

3. Se o filamento nao-molde mostrado no exercfcio 2 fosse parte 
de um gene em Drosophila no lugar de E. coli y seria produzido o 
mesmo transcrito? 


genetica basica. 

Resposta: Nao, pois as seqiiencias promotoras que controlam 
a transcrigao em eucariontes tais como Drosophila sao diferentes 
dos promotores em procariontes tais como E. coli. Portanto, o 
gene de E. coli provavelmente nao seria transcrito se presente 
em Drosophila. 

4. Uma cientista esta estudando a transcrigao de um gene em celu- 
las de camundongo em cultura. Como ela pode determinar se o 
gene e transcrito por RNA-polimerase I, RNA-polijnerase II ou 
RNA-polimerase III? 

Resposta: Ela deve determinar que efeito o tratamento das 
celulas com a-amanitina tem na transcrigao do gene. Se a a- 
amanitina nao fiver efeito na transcrigao, o gene e transcrito 
pela RNA-polimerase I; se a a-amanitina bloqueia a transcrigao, 
o gene e transcrito pela RNA-polimerase II; se a a-amanitina 
diminui mas nao bloqueia totalmente a transcrigao, o gene e 
transcrito pela RNA-polimerase III. 

5. O transcrito primario ou pre-mRNA de um gene nuclear em 
um chimpanze tem a seqiiencia: 

5"G—exon 1—AGGUAAGC—fntron—CAGUC—exon 2—A-3' 

Apos o fntron ter sido removido, qual a seqiiencia mais provavel 
do mRNA? 

Resposta: Os introns contem pontas dinucleotfdicas altamente 
conservadas: 5'-GT—AG-3' no filamento molde do DNA ou 
5'-GU—AG-3' no RNA transcrito. Assim, a seqiiencia fntron 
e quase certamente 5'-GUUAAGC—fntron—CAG-3'. Com a 
precisa remogao do fntron, a seqiiencia do mRNA sera: 

5'-G—exon 1—AGUC—exon 2—A-3 7 
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Mar Seus Conhecimentos 


Integra conceitos e tecnicas diferentes. 


1. Algumas protefnas humanas de importancia medica tais coino 
a insulina e o hormonio de crescimento hoje estao sendo pro 
duzidas em bacterias. Usando-se as ferramentas de engenharia 
genetica, seqiiencias de DNA que codificam estas protemas fo- 
ram introduzidas em bacterias. Voce quer introduzir um gene 
humano em E. coli e fazer com que este gene produza grandes 
quantidades do produto genico humano nas celulas bactenanas. 
Supondo-se que o gene humano de interesse possa ser isolado 
e introduzido em E. coli , que problemas voce teria em tentar 
atingir sua meta? 

Resposta: As seqiiencias promotoras necessarias para iniciar 
a transcricao sao muito diferentes em mamiferos e bacterias. 
Portanto, seu gene nao sera expresso em E. coli a menos que 
voce prinieiro junte sua regiao codificante a uma promotor bac- 
teriano. Alem disso, seu gene humano provavelmente contera 
mtrons. Como E. coli nao contem spliceossomos ou maquinaria 
equivalente que remova nitrons dos RNA transcritos, seu gene 
humano nao sera expresso corretamente se contiver nitrons. 
Como voce pode ver, a expressao de genes eucarioticos em celu¬ 
las procarioticas nao e uma tarefa trivial. 

2. Um gene humano de |3-globina foi purificado e inserido em 
um cromossomo linear de bacteriofago lambda, produzindo a 
seguinte molecula de DNA: 


XDNA Exon 1 intron 1 Exon 2 

■-—rr- — 

I_ 1 _ - 


Intron 2 Exon 3 



XDNA 

1 n 



Questoes e Problemas Acentuam 


11.1. Disdnga o DNA do RNA (a) quimicamente, (b) funcional- 
mente e (c) pela localizagao na celula. 


11.2. Que bases no mRNA transcrito representariam a seguinte 
seqiiencia molde de DNA: 5'-TGCAGACA-3 ? 

11.3. Que bases no filamento transcrito de DNA dariam origem 
a seguinte seqiiencia de bases do mRNA: 5 -CUGAU-3 ? 

11.4. Com base em que evidencia foi estabelecida a hipotese do 
RNA mensageiro? 

11.5. Em que locais da celula eucariodca ocorre a srntese de pro¬ 
temas? 


Se esta molecula de DNA e hibridizada com um mRNA hu¬ 
mano de (3-globina usando-se condigoes que favorecem diiplices 
DNA-RNA em relagao a duplices DNA-DNA (condigoes de 
mapeamento de alga R) e o produto e visualizado por micros- 
copia eletronica, que estrutura de acido nucleico voce esperaria 
ver? 

Resposta: O transcrito primario deste gene humano de |3-glo- 
bina contera ambos os mtrons e todos os tres exons. Entretanto, 
antes de manda-lo para o citoplasma, as seqiiencias de mtron 
serao removidas do transcrito. Assim, a molecula de mRNA fi¬ 
nal contera as tres seqiiencias exon reunidas sem a presenga de 
seqiiencias intron. Em condigoes de alga R, o mRNA ira helicoi- 
dizar-se com o filamento complementar de DNA, deslocando 
o filamento equivalente de DNA. Entretanto, como o mRNA 
nao contem seqiiencias intron, os mtrons permanecerao como 
regioes de DNA bifilamentar como mostrado no diagrama se¬ 
guinte. 


DNA unifilamentar de exon deslocado 
“alcas R” 



compreensao e desenvolvcm as habilidades analiticas. 

11.8. Muitos genes eucarioticos contem mtrons nao codificantes 
que separam as seqiiencias codificantes ou exons destes ge¬ 
nes. Em que estagio durante a expressao destes genes divi- 
didos sao removidas as seqiiencias intron nao codificantes? 

11.9. Por varias decadas, o dogma na biologia tern sido que as rea- 
goes moleculares em celulas vivas sao catalisadas por enzimas 
compostas de polipeptideos. Sabemos hoje que os mtrons de 
algumas moleculas precursoras de RNA tais como os precur- 
sores de rRNA em Teftahymena sao removidos autocatalitica- 
mente (“auto-recompostos”) sem envolvimento de nenhuma 
proteina catalitica. O que a demonstragao da recomposigao 
autocataHtica indica sobre o dogma de que as reagoes biolo- 
gicas sao sempre catalisadas por enzimas proteinaceas? 


11.6. Cite tres modos pelos quais os mRNA de eucariontes dife 
rem dos mRNA de procariontes. 

11.7. Que tipos diferentes de moleculas de RNA estao presen- 
tes em celulas procarioticas? em celulas eucarioticas? Que 
papeis estas classes diferentes de moleculas de RNA tern 
na celula? 


11.10. Que papel(eis) tern os spliceossomos na expressao genica? 
Qual a sua estrutura macromolecular? 

11.11. Que componentes dos mtrons de genes nucleares codifi¬ 
cantes de protemas em eucariontes superiores sao conser- 
vados e necessarios para a remogao correta de seqiiencias 
intron de transcritos primarios por spliceossomos? 
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11.12. Fas, a correspondence entre os seguintes termos com cada 
uma das describes dadas abaixo. Termos: (1) fetor sigma (a); 

2 pm? P ? A); (3) TATAAT ’ (4) & ons; « TATAAAA 
9 ST m; (7) 1110:0115 (8) RNA-polimerase II; 

PNTA , heter0gene ° nudear (^RNA); (10) snRNA; (11) 

(CAirboxer 56 ^ (12) TTGACA; (I3) GGCCAATCT 

Describes: 

(a) Sequencia intercalar encontrada em muitos genes eu- 
canoticos. 

(b) Sequencia conservada de nucleotfdeos (-30) em promo- 
tores eucarioticos envolvida no initio da transcricao 

(c) Pequenas moleculas de RNA que estao localizadas nos 
nudeos de celulas eucarioticas, na maioria como com- 
ponentes do spliceossomo, que participam na remocao 

., t t* S Ultrons de transcritos de genes nucleares. 

(d) Uma sequencia (-10) no filamento nao-molde do pro- 

m0t °'; d r A ;f° 1 ’ que facilita a deselicoidiza 9 ao locali- 
zada de DNA quando em conjunto com a RNA-poli- 
merase. y 

(e) A RNA-poIimerase no nucleo que catalisa a smtese de 
todos os rRNA exceto o pequeno 5S rRNA 

(f) A subunidade da RNA-polimerase procariotica que e 

responsavel pela inicia 9 ao da transcri 9 ao em promo- 
tores. r 

(g) Uma sequencia promotora de E. coli situada 35 nu¬ 
cleotideos antecedentes ao sitio de imcio da transcri- 

?ao. Serve como urn sitio de reconhecimento do fator 
sigma. 

(h) A RNA-polimerase no nucleo que catalisa a smtese das 
cleares U aS ^ RNA transportador e P e quenos RNA nu- 

(i) Uma sene de poliadenosinas com 20 a 200 nucleoti- 

605 < 6 D “?! anho que 6 adic ionada a ponta 3' da maio- 
7 3 ° 0S RN A mens ageiros eucarioticos. 

0) RNA-polimerase que transcreve genes nucleares que 
codihcam protemas. 

(k) Uma sequencia conservada no filamento nao-molde 
de promotores eucarioticos que esta localizada a cerca 
de 80 nucleotideos antecedentes ao sitio de inicio de 
transcngao. 

(l) Segmentos de urn gene eucariotico que correspondem 

as sequences no RNA transcrito e processado no final 
cio gene. 

(m) A populayao de transcritos primarios no nucleo de uma 
celuia eucariotica. 


(5) 


5'-UAGGUUCGCAUUGACGUACUUCUGAAAC- 
UACUAACUACUAACGCAUCGAGUCUCAA-3' 


11.13. (a) Quais das seguintes seqiiencias de nucleotideos de pre- 
m ^ nuclear potencialmente contem um fntron? 

(1) 5 -ugaccauggcgcuaacacugccaauug- 
GCAAUACUGACCUGAUAGCAUCAGCCAA-3' 

(2) 1 'Y7p UCUCAUCUGUCCAU UGACUUCGAAACU- 
GAAUCGUAACUCCUACGUCUAUGGA-3' 

(3) 5 -UAGCUGUUUGUCAUGACUGACUGGUCAC- 
UAUCGUACUAACCUGUCAUGCAAUGUC-3' 

(4) 5 '-UAGCAGUUCUGUCGCCUCGUGGUGCU- 
GCUGGCCCUUCGUCGCUCGGGCUUAGCUA-3' 


(a) m dos cinco pre-mRNA mostrados em (a) pode softer 
recomposi 9 ao de RNA para remover uma sequencia l'n- 
tron. Que sequencia de nucleotideos do mRNA resulta- 
ria deste even to de recomposi^ao? 

11.14. Qual a fun 9 ao dos introns em genes eucarioticos? 

11.15. Urn detemunado gene e inserido no cromossomo do fago 
lambda, e ressaltado que contem tres introns. (a) O transcrito 
prunano deste gene e purificado de nudeos isolados. Quando 
este transcrito pnmario e hibridizado em conduces de al 9 a R 
com o cromossomo lambda recombinante que leva o gene 
qual sera o aspecto das estruturas em al 9 a R? Marque seu dia¬ 
gram, (b) O mRNA produzido pelo transcrito prilr^o deste 
gene e entao isolado de polirribossomos citoplasmaticos e si- 
liularmente exammado pelo procedimento de hibridiza 9 ao 
de al 9 a R que usa o cromossomo lambda recombinante que 
leva o gene. Fa 9 a um diagrama de como sera o aspecto das es- 
truturas em al 9 a R quando e usado o mRNA citoplasmarico. 
JNovamente, marque os componentes de seu diagrama. 

11.16. Um segmento de DNA em E. coli tem a seguinte sequencia 
de pares de nucleotideos: M 

3 '-ATGCTACTGCTATTCGCTGTATCG-5' 

I I I I I I I | I I I | I | | | I ~ 

5'-TACGATGACGATAAGCGAC ATAGC-3' 

Quando este segmento de DNA e transcrito pela RNA-poli¬ 
merase, qual sera a sequencia de nucleotideos no RNA trans¬ 
crito se o promotor estiver situado a esquerda da seqiien- 
cia mostrada? J 

11.17. Um seginento de DNA em E. coli tem a seguinte sequencia 
de pares de nucleotideos: 

3 ATGGGGTGTATGG-' 

5 '-1 AT A ATGACGTTA CC CGAC ATAGC - 
ATGCTACTGCT Ayr CGCTG T ATCG- 5 ' 
TACGATGACGATAAGCGACATAGC-3' 

Quando este segmento de DNA e transcrito pela RNA-polime¬ 
rase, qual sera a sequencia de nucleotideos no RNA transcrito? 

11.18. Um segmento de DNA em E. coli tem a seguinte sequencia 
de pares de nucleotfdeos: 

i'-AACTGTACGTGCTACCTTGGTC.ATATTACT- 

MM I I I I | | | | | | | | | | | | | | | | | 

5 - TTGACATGCA CGATGGAACGACTATA ATGA - 

??t fn 7 ???T? T a | c gatgc t a ct ggtat- 5 ' 

1 1 I ( M I I I I I I | | I 1 I] | | I I 

CGTTACCCGAC ATAGCTACGATGACGATA-3' 

Quando este segmento de DNA e transcrito pela RNA- 
po imerase, qual sera a sequencia de nucleotideos no RNA 
transcrito? 
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31.19. L m segmento de DNA humano tem a seguinte seqiiencia 
de pares de nucleotfdeos: 

3 -ATATTTACGTGCTACCTTGCTGATAGGACT- 
II II I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I 
5 -t:\taaatgcacgatggaacgactatcctga- 

GC A ATGGGCTGTAT CG ATGCTACTGCT AT- 5' 

I I I I I II I I I I II I II I I I I II I I I 

CGTTA C C CGA C AT AGCTA CG ATGACG ATA- 3' 

Quando este segmento de DNA e transcrito pela RNA-polime¬ 
rase, qual sera a seqiiencia de nucleotfdeos no RNA transcrito? 

11.20. O genoma de um humano deve estocar uma imensa quan- 
tidade de informagoes usando os quatro pares de nucleo¬ 
tfdeos presentes no DNA. O que o codigo Morse e a lin- 
guagem dos computadores nos dizem sobre a possibilidade 
de estocar grandes quantidades de informagoes usando um 
alfabeto composto de apenas quatro letras? 

11.21. A biossmtese do metabolito X ocorre mediante seis etapas 
catalisadas por seis enzimas diferentes. Qual o mimero nn- 
nimo de genes necessario para o controle genetico desta via 
metabolica? Mais genes podem estar envolvidos? Por que? 

11-22. Qual o dogma central da genetica molecular? Que impacto teve 
a descoberta dos virus tumorais com RNA no dogma central? 

11.23. O que os processos de smtese de DNA, smtese de RNA e 
smtese de polipeptideos tem em comum? 

11-24. Quais sao os dois estagios da expressao genica? Onde eles ocor- 
rem em uma celula eucariotica? em uma celula procariotica? 

11.25. Compare as estruturas dos transcritos primarios com as dos 
mRNA em procariontes e eucariontes. Em media, em que 
grupos de organismos eles diferem mais? 

1 1.26. Que cinco tipos de moleculas de RNA participant do pro- 
cesso de expressao genica? Quais sao as fungoes de cada 
tipo de RNA? Que tipos de RNA desempenham suas fun- 
goes no (a) nucleo e (b) no citoplasma? 

11.27. Dois genes eucarioticos codificam dois polipeptideos di¬ 
ferentes, cada um dos quais com 335 aminoacidos de ta- 
manho. Um gene content um unico exon; o outro gene 
content um rntron com 41.324 pares de nucleotfdeos de 
tamanho. Que gene voce esperaria que fosse transcrito no 
menor tempo? Por que? Quando os mRNA especificados 
por estes genes sao traduzidos, que ntRNA voce esperaria 
que fosse traduzido no menor tempo? Por que? 

11.28. Por que a necessidade de urn RNA intermediary na smtese 
de protemas e mais obvia em eucariontes? Como os pesquisa- 
dores primeiro demonstraram que a smtese de RNA ocorreu 
no nucleo e a smtese de protema ocorreu no citoplasma? 

11.29. Crie um experimento para demonstrar que os RNA trans¬ 
critos sao sintetizados no nucleo de eucariontes e sao subse- 
qiientemente transportados para o citoplasma. 


11.30. RNA total foi isolado de celulas humanas crescidas em cul- 
tura. Este RNA foi misturado com filamentos nao-moldes 
(unifilamentares) do gene humano que codifica a enzima 
timidina-cinase, e a mistura RNA-DNA foi incubada por 
12 horas em condigoes de renaturagao. Voce esperaria que 
algum duplice RNA-DNA fosse fomtado durante a incuba- 
gao? Caso sim, por que? Caso nao, por que nao? O mesrno 
experimento foi entao feito usando-se o filamento molde do 
gene de timidina-cinase. Voce esperaria que algum duplice 
RNA-DNA fosse formado neste segundo experimento? 
Caso sim, por que? Caso nao, por que nao? 

11.31. Duas preparagoes de RNA-polimerase de E. coli foram usa- 
das em experimentos separados para catalisar a smtese de 
RNA in vitro usando-se um ffagmento purificado de DNA 
que leva o gene argH (Fig. 11.1) como molde de DNA. 
Uma preparagao catalisa a smtese de cadeias de RNA que 
sao altamente heterogeneas em tamanho. A outra prepara¬ 
gao catalisa a smtese de cadeias de RNA que sao todas do 
mesmo tamanho. Qual a diferenga mais provavel na com- 
posigao das RNxA-polimerases nas duas preparagoes? 

11.32. Transcrigao e tradugao sao acopladas em procariontes. Por 
que isto nao ocorre em eucariontes? 

11.33. Que dois elementos estao quase sempre presentes nos pro- 
motores de genes eucarioticos que sao transcritos pela RNA- 
polimerase II? Onde estes elementos estao situados com rela- 
gao ao sftio de infcio da transcrigao? Quais sao suas fungoes? 

11.34. De que modos a maioria dos transcritos de genes eucarioti¬ 
cos sao modificados? Quais sao as fungoes destas modifica- 
goes pos-transcricionais? 

11.35. De que modo a edigao do RNAcontribui para a diversidade 
de protemas em eucariontes? Que papeis os RNA guias tem 
na edigao do RNA? 

11.36. Como diferem os mecanismos de remogao dos mtrons de 
precursores de tRNA, precursores do rRNA de Tetrahy- 
?nena e pre-mRNA nucleares? Em quais processos estao 
envolvidos os snRNA? Que papeis tem os snRNA? 

11.37. Que papel o gene da doenga humana lupus eritematoso siste- 
mico desempenham na caracterizagao dos snRNP humanos? 

11.38. Uma mutagao em um gene humano essencial muda o sftio de 
corte em 5' de um grande nitron de GT para CC. Preveja o 
fenotipo de uma pessoa homozigota para esta mutagao. 

11.39. RNA total foi isolado de nucleos de celulas humanas que cres¬ 
cent em cultura. Este RNA foi misturado com um ff agmento 
desnaturado e purificado de DNA que leva um grande rntron 
de um gene de manutengao (um gene expresso em quase 
todas as celulas), e a mistura RNA-DNA foi incubada por 
12 horas em condigoes de renaturagao. Voce esperaria que 
fosse formado algum duplice RNA-DNA durante a incuba- 
gao? Caso sim, por que? Caso nao, por que nao? O mesmo 
experimento foi entao feito usando-se o RNA citoplasmatico 
total destas celulas. Voce esperaria que fosse formado algum 
duplice RNA-DNA neste segundo experimento? Caso sim, 
por que? Caso nao, por que nao? 
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Micrografia eletronica de varredura de hemacias falcemica (a esquerda) e normal. 


Anemia Falciforme: Efeitos Devastadores de uma 
Unica Mudanga de Par de Bases 

Em 1904 James Herrick, um medico de Chicago, e Ernest Irons, urn interno 
que trabalhava sob a supervisee de Herrick, examinaram as celulas sanguineas 
de um de seus pacientes. Eles notaram que muitas das hemacias do jovem 
eram finas a alongadas, em marcante contraste com as hemacias redondas de 
seus outros pacientes. Eles obtiveram amostras frescas de sangue e repetiram 
seus exames microscopicos varias vezes, tendo sempre observa o o mesmo 
resultado. O sangue deste paciente sempre continha celulas no formato das 
foices que os fazendeiros usavam, naquele tempo, para colher graos. 

O paciente era um estudante de 20 anos de idade que tinha perio os e 
fraqueza e tontura. Em muitos aspectos, o paciente parecia normal, tanto 
fisica quanto mentalmente. Seu principal problema era fadiga. Entretan o, 
um exame fisico mostrou um coraqao aumentado e linfonodos aumentados. 
Seu coraqao sempre pareceu funcionar demais, mesmo quando ele estava em 
repouso. Testes sangiiineos mostraram que o paciente era anemico; o conteu- 
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do de hemoglobins de seu sangue era cerca da metade do nfvel normal. Hemoglobina 
e o complexo proteico que leva oxigenio dos pulmoes para os outros tecidos. Herrick 
registrou os sintomas de seu paciente por seis anos antes de publicar suas observa¬ 
nces em 1910. Em sua publicaqao, Herrick deu enfase a natureza cronica da anemia 
e a presenqa das hemacias falciformes. Em 1916, aos 32 anos, o paciente morreu de 
anemia grave e dano renal. 

James Herrick foi o primeiro a publicar uma descriqao da anemia falciforme, a 
primeira doenqa humana herdada a ser compreendida em nfvel molecular. A hemo¬ 
globina contem quatro polipeptfdeos - duas cadeias de a-globina e duas cadeias de 
(3-globina - e urn grupo heme contendo ferro. Em 1957, Vernon Ingram e colabora- 
dores demonstraram que o sexto aminoacido da cadeia (3 da hemoglobina falciforme 
era valina, enquanto o acido glutamico estava presente nesta posiqao na hemoglobina 
humana adulta normal. Esta unica mudanqa de aminoacido em uma unica cadeia 
polipeptfdica e responsavel por todos os sintomas da anemia falciforme. 

Como a informaqao genetica de um organismo, estocada na sequencia de pares 
de nucleotfdeos no DNA, controls o fenotipo de um organismo? Como a mudanqa 
de um par de nucleotfdeos em um gene, como a mutaqao que causa anemia falci¬ 
forme, altera a estrutura de uma proteina, o emissario pelo qual o gene atua? No 
Cap. 11, discutimos a transference de informaqao genetica estocada nas sequencias 
de pares de nucleotfdeos no DNA para as sequencias de nucleotfdeos em moleculas 
de mRNA, que, em eucariontes, levam esta informaqao do nucleo para os sftios de 
sfntese de protefnas no citoplasma. A transference de informaqao do DNA para o 
RNA (transcri<;ao) e o processamento do RNA ocorrem no nucleo. Neste capftulo, 
examinamos o processo pelo qual a informaqao genetica estocada em sequencias de 
nucleotfdeos nos mRNA e usada para especificar as sequencias de aminoacidos em 
produtos genicos polipeptfdicos. Este processo, a traducao, ocorre no citoplasma 
em “bancadas” complexas chamadas ribossomos e requer a participaqao de muitas 
macromoleculas. 


ESTRUTURA PROTEICA 

Protefnas sao macromoleculas complexas compostas de 
20 aminoacidos diferentes. 

Coletivamente, as protefnas constituem cerca de 15% 
do peso total das celulas. As moleculas de agua respondem 
por 70% do peso total das celulas vivas. Com a excegao da 
agua, as protefnas sao de longe o componente mais preva- 
lente de organismos vivos em termos de massa total. Nao 
so as protefnas sao componentes importantes em termos de 
massa celular, mas tambem tern muitos papeis vitais para a 
vida de todas as celulas. Antes de discutir a sfntese de prote- 
fnas, precisamos conhecer melhor sua estrutura. 

Polipeptideos: Vinte Aminoacidos Diferentes 

Como vimos no Cap. 11, as protefnas sao compostas de po¬ 
lipeptfdeos, e cada polipeptfdeo e codificado por um gene. 
Cada polipeptfdeo consiste em uma longa sequencia de ami¬ 
noacidos ligados por unioes covalentes. Vinte aminoacidos 
diferentes estao presentes na maioria das protefnas. Ocasio- 


nalmente, um ou mais dos aminoacidos sao quimicamente 
modificados apos a sfntese de um polipeptfdeo, produzindo 
um novo aminoacido na proteina final. As estruturas dos 
20 aminoacidos comuns sao mostradas na Fig. 12.1. Todos 
os aminoacidos exceto a prolina contem um grupo amino 
livre e um grupo carboxila livre. 

Grupo ^—x Grupo 

amino / H \Hl 0 \ carboxila 

; I ; \ II 
. H-N^C-l-C-OH ! 

1 

V ~ 

Grupo lateral 

Os aminoacidos diferem uns dos outros pelos grupos 
laterals (chamados R, de radical) que estao presentes. Os 
grupos laterais altamente variados dao a diversidade es- 
trutural das protefnas. Estas cadeias laterais sao de quatro 
tipos: (1) grupos hidrofobicos ou nao polares, (2) grupos 
hidrofflicos ou polares, (3) grupos acfdicos ou de carga ne- 
gativa e (4) grupos basicos ou de carga positiva (Fig. 12.1). 
A diversidade qufmica dos grupos laterais dos aminoacidos 
e responsavel pela enorme versatilidade estrutural e funcio- 
nal das protefnas. 
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1. Grupos laterals hidrofobicos ou nao polares 

Glicina L-Alanina L-Valina L-Leucina 

(Gli) (Ala) (Val) (Leu) 

[G] [A] [V] [L] 



L-lsoleucina L-Prolina L-Fenilalanina L-Triptofano 
(lie) (Pro) (Fen) (Trp) 

[I] [P] [F] [W] 



L-Metionina 

(Met) 



2. Grupos laterals hidrofilicos ou polares 


L-Serina L-Treonina L-Tirosina 

(Ser) (Tre) (Tir) 

is) m m 


L-Asparagina L-Glutamina L-Cisteina 
(Asn) (Gin) (Cis) 

[N] [Q] [C] 



3. Grupos acidos 

L-Acido L-Acido 

aspartico glutamico 
(Asp) [D] (Glu) [El 


4. Grupos basicos 


L-Lisina L-Arginina 

(Lis) (Arg) 

[K] [R] 


L-Histidina 

(His) 

[H] 





Fig. 12.1 ■ Estruturas dos 20 aminoacidos comumente encontrados em proteinas. Os grupos amino e carboxila, que participam de ligagoes 
peptidicas durante a sintese de proteinas, sao mostrados nas areas em destaque. Os grupos laterais, que sao diferentes para cada aminoacido, 
sao mostrados abaixo das areas em destaque. As abreviagdes padroes com tres letras sao mostradas nos parenteses. Os simbolos de uma 
letra para cada aminoacido sao mostrados nos colchetes. 


Peptideo e um composto de dois ou mais aminoacidos. 
Polipeptideos sao longas seqiiencias de aminoacidos, que 
variam de tamanho de 51 aminoacidos na insulina ate mais 
de 1.000 aminoacidos na fibroma, a protema da seda. Con- 
siderando os 20 aminoacidos diferentes comumente encon¬ 
trados em polipeptideos, o numero de possiveis polipepti¬ 
deos diferentes e verdadeiramente imenso. Por exemplo, o 
numero de seqiiencias diferentes de aminoacidos que po- 
dem ocorrer em um polipeptfdeo contendo 100 aminoaci¬ 
dos e 20 100 . Como 20 100 e muito grande para compreender, 
consideremos um peptideo pequeno. Existem 1,28 bilhao de 
seqiiencias diferentes de aminoacidos (20') possiveis em um 


peptideo com sete aminoacidos de tamanho. Os aminoaci¬ 
dos em polipeptideos sao ligados covalentemente por unioes 
chamadas liga9oes peptidicas. Cada ligagao peptidica e for- 
mada por uma reagao entre o grupo amino de um aminoa¬ 
cido e o grupo carboxila de um segundo aminoacido, com a 
eliminagao de uma molecula de agua (Fig. 12.2). 

Proteinas: Estruturas Tridimensionais Complexas 

Quatro niveis diferentes de organizagao - primario, secun- 
dario, terciario e quatemario - sao distinguidos nas estru¬ 
turas tridimensionais complexas das proteinas. A estrutura 
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H 0 

I II 

H-N—C —C—OH + 

2 | 

R 1 


Ligacao peptidica 



H 0 


H 0 


- H 2 N— C—C—N—C—C— OH + H,0 


I 

R i 


I I 

H R, 


Aminoacido 1 Aminoacido 2 


Dipeptideo 


Fig. 12.2 ■ A formagaode uma ligagao peptidica entre dois 
aminoacidos pela remogao de agua. Cada ligacao peptidica conecta 
o grupo amino de um aminoacido com o grupo carboxila do 
aminoacido adjacente. 


primaria de um polipeptfdeo e sua seqiiencia de aminoaci¬ 
dos, que e especificada pela seqiiencia de nucleotfdeos de um 
gene. A estrutura secundaria de um polipeptfdeo refere-se 
as interrelagoes espaciais dos aminoacidos em segmentos do 
polipeptfdeo. A estrutura terciaria de um polipeptfdeo re¬ 
fere-se a seu dobramento geral no espago tridimensional e 
a estrutura quaternaria refere-se a associagao de dois ou 
mais polipeptfdeos em uma protefna multimerica. A hemo- 
globina fornece um exemplo excelente da complexidade das 
protefnas, exibindo os quatro nfveis de organizagao estrutu- 
ral (Fig. 12.3). 

A maioria dos polipeptfdeos dobra-se espontaneamente 
em uma conformagao especffica ditada por suas estruturas 
primarias. Caso desnaturado (desdobrado) por tratamento 
com solventes apropriados, a maioria das protefnas recons- 
tituira suas conformagoes originais quando e removido o 
agente desnaturante. Assim, na maioria dos casos, toda a 
informagao necessaria para a determinagao da forma reside 
na estrutura primaria da protefna. Em alguns casos, o dobra¬ 
mento da protefna envolve interagoes com protefnas cha- 


madas chaperonas que ajudam os polipeptfdeos nascentes a 
formar a estrutura tridimensional apropriada. 

Os dois tipos mais comuns de estruturas secundarias em 
protefnas sao as a-helices e as folhas P (Fig. 12.4). Ambas 
as estruturas sao mantidas por pontes de hidrogenio entre 
ligagoes peptfdicas situadas bem proximas umas das outras. 
A a-helice e um cilindro rfgido no qual cada ligagao peptf- 
dica faz pontes de hidrogenio com a ligagao peptidica entre 
aminoacidos distantes tres a quatro aminoacidos. Devido a 
sua estrutura rfgida, a prolina nao pode estar presente dentro 
de uma a-helice (Fig. 12.4#). Uma folha P ocorre quando 
um polipeptideo se dobra sobre si mesmo, as vezes repeti- 
damente, e os segmentos paralelos sao mantidos no lugar 
por pontes de hidrogenio entre ligagoes peptfdicas vizinhas 
(Fig. UAb) 

Embora a organizagao espacial de aminoacidos adjacentes 
e segmentos de um polipeptfdeo determine sua estrutura 
secundaria, o dobramento geral do polipeptfdeo completo 
define sua estrutura terciaria, ou conformagao. Em geral, 
aminoacidos com cadeias laterais hidrofilicas estao situados 
nas superficies de protefnas (em contato com o citoplasma 
aquoso), enquanto aqueles com cadeias laterais hidrofobicas 
interagem entre si nas regioes interiores. A estrutura tercia¬ 
ria de uma protefna e mantida primariamente por um grande 
numero de ligagoes nao covalentes relativamente fracas. As 
unicas ligagoes covalentes que tern um papel significativo na 
conformagao da protefna sao as pontes dissulfidricas (S—S) 
que se formam entre cistefnas apropriadamente posiciona- 
das (Fig. 12.5). Entretanto, estao envolvidos quatro tipos 
diferentes de interagoes nao covalentes: (1) ligagoes ionicas, 
(2) pontes de hidrogenio, (3) interagoes hidrofobicas e (4) 
interagoes de van der Waals (Fig. 12.5). 

Ligagoes ionicas ocorrem entre cadeias laterais de amino¬ 
acidos de cargas opostas — por exemplo, os grupos laterais de 


Estrutura primaria 


Estrutura secundaria Estrutura terciaria 

(a-helice) 


Estrutura quaternaria 


H w H - 

- N. 

Rr@-H H 
X $=o 

H-0 

H-0-R : 

X ©-H 


R 3 -®-h 

h-®-r 4 

0=0^ 

I 

0 - 


? Aminoacido 1 


Aminoacido 2 


? Aminoacido 3 


Aminoacido 4 



de a-globina 

Molecula de hemoglobina 


Polipeptideo 

d — 


Polipeptfdeos de (3-globina 


Fig. 123 ■ Os quatro nfveis de organizagao em protefnas - (1) primaria, (2) secundaria, (3) terciaria e (4) quaternaria - sao ilustrados 
usando-se a hemoglobina humana como um exemplo. 
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Pontes de 
hidrogenio 


Estrutura completa 

(a) Estrutura de uma regiao de a-helice de um polipeptfdeo. 


Arcabouco, com grupos 
laterals omitidos 



(b) Regiao tfpica de folha (3 de um polipeptfdeo. 



Cadeia lateral 


Carbono 


Ligacao 

peptfdica 


Ponte H 


Hidrogenio Qxigemo 


Fig, 12.4 ■ Estrutura 
secundaria em protefnas. 

A a-helice mostrada e da 
mioglobina, a protefna 
transportadora de oxigenio 
no musculo de vertebrados; a 
folha P ilustrada aqui e de uma 
molecula de imunoglobulina 
(anticorpo) humana. 




lisiiia e acido glutamico (veja Fig. 12.1). Ligagoes ionicas sao 
forgas bem fortes em determinadas condigoes, mas sao inte¬ 
ragoes relativamente fracas nos interiores aquosos de celulas 
vivas devido a moleculas polares de agua que neutralizam par- 
cialmente ou protegem os grupos carregados. Pontes de hi¬ 
drogenio sao interagoes fracas entre atomos eletronegativos 
(que tern uma carga negativa parcial) e atomos de hidrogenio 
(que sao eletropositivos) ligados a outros atomos eletrone¬ 
gativos. Interagoes hidrofobicas sao associagoes de grupos 
nao polares uns com os outros quando presentes em solugoes 
aquosas em razao de sua insolubilidade na agua. Pontes de hi¬ 
drogenio e interagoes hidrofobicas tern papeis importantes na 
estrutura do DNA; por isso, elas foram discutidas em algum 
detalhe no Cap. 9 (veja Quadro 9.3). Interagoes de van der 
Waals sao atragoes fracas que ocorrem entre atomos quando 
eles sao colocados em proximidade uns aos outros. As forgas 
de van der Waals sao muito fracas, com cerca de um milesimo 
da forga de uma ligagao covalente, mas tem um papel impor¬ 
tance em manter as conformagoes de regioes proximamente 
alinhadas de macromoleculas. 


A estrutura quaternaria existe apenas em protefnas que 
contem mais de um polipeptfdeo. A hemoglobina nos da 
uma boa ilustragao da estrutura quaternaria, sendo uma mo¬ 
lecula tetramerica composta de duas cadeias de a-globina e 
duas cadeias de p-globina, mais quatro grupos heme con- 
tendo ferro (veja Fig. 12.3). 

Em alguns casos, os produtos primarios de tradugao con¬ 
tem seqiiencias curtas de aminoacidos, chamadas inteinas, 
que se auto-removem dos polipeptfdeos nascentes. Intei¬ 
nas ocorrem tanto em eucariontes quanto em procariontes. 
Por exemplo, uma das primeiras inteinas descobertas esta 
na protefna RecA, que esta envolvida em recombinagao e 
reparo do DNA em Mycobacterium tuberculosis , a bacteria que 
causa tuberculose. 

Como as estruturas secundaria, terciaria e quaternaria das 
protefnas e a remogao de inteinas em geral sao determinadas 
pela estrutura primaria do(s) polipeptfdeo(s) envolvido(s), 
no restante deste capftulo enfocaremos os mecanismos pelos 
quais os genes controlam a estrutura primaria dos polipep¬ 
tfdeos. 
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Interacao 

hidrofobica 


Ligacao sonica 

Ponte de hidrogenio 


Ponte dissulfidrica 


Interacao de 
van der Waals 


Fig. 12.5 ■ Os cinco tipos de interagdes moleculares que 
determinam a estrutura terciaria, ou conformagao tridimensional, 
de um polipeptideo. A ponte dissulfidrica e uma ligacao covalente; 
todas as outras interagdes sao nao-covalentes. 


M PONTOS 1MP0RTANTES 

■ A maioria dos genes exercem seus efeitos no fenotipo de um 
organismo por meio de proteinas, que sao grandes macromo- 
leculas compostas de polipeptideos. 

■ Cada polipeptideo e um polimero do tipo cadeia composto de 
aminoacidos diferentes. 

■ A sequencia de aminoacidos de cada polipeptideo e especifi- 
cada pela sequencia de nucleotideos de um gene. 

■ A grande diversidade funcional de proteinas resulta em parte 
de suas complexas estruturas tridimensionais. 


SINTESE DE PROTEINAS: TRADUCAO 

A informagao genetica em moleculas de mRNA 
e traduzida nas sequences de aminoacidos de 
polipeptideos de acordo com as especificagoes do 
codigo genetico. 



^ 00 *^ 


O processo pelo qual a informagao ge¬ 
netica estocada na sequencia de nucle¬ 
otideos em um mRNA e traduzida, de 
acordo com as especificagoes do codigo 
genetico, em uma sequencia de amino- 
acidos no polipeptideo produzido por 
um gene e complexo, requerendo fungoes de um grande 
numero de macromoleculas. Elas incluem (1) mais de 50 
polipeptideos e tres a cinco moleculas de RNA presentes em 
cada ribossomo (a composigao exata varia entre especies), 
(2) pelo menos 20 enzimas ativadoras de aminoacidos, (3) 


40 a 60 moleculas diferentes de tRNA e (4) varias proteinas 
soluveis envolvidas em iniciagao, alongamento e termino da 
cadeia polipeptidica. Como muitas destas macromoleculas, 
particularmente os componentes do ribossomo, estao pre¬ 
sentes em grandes quantidades em cada celula, o sistema de 
tradugao constitui parte importance da maquinaria metabo- 
lica de cada celula. 


Visao Geral da Sintese de Proteinas 

Antes de enfocar os detalhes do processo de tradugao, deve- 
mos rever o processo de sintese de proteinas em sua totali- 
dade. Uma visao geral da sintese de proteinas, ilustrando sua 
complexidade e as principals macromoleculas envolvidas, e 
apresentada na Fig. 12.6. A primeira etapa na expressao ge- 
nica, a transcrigao, envolve a transference da informagao 
estocada nos genes para intermediaries de RNA mensageiro 
(mRNA), que levam a informagao para os sitios de sintese 
de polipeptideos no citoplasma. A transcrigao e discutida em 
detalhe no Cap. 11. A segunda etapa, a tradugao, envolve a 
transference da informagao nas moleculas de mRNA para 
as sequences de aminoacidos nos produtos genicos polipep- 
tidicos. 

A tradugao ocorre nos ribossomos, que sao estruturas 
macromoleculares complexas situadas no citoplasma. A tra¬ 
dugao envolve tres tipos de RNA, todos os quais sao trans- 
critos a partir de moldes de DNA (genes cromossomicos). 
Alem dos mRNA, tres a cinco moleculas de RNA (moleculas 
de rRNA) estao presentes como parte da estrutura de cada 
ribossomo, e 40 a 60 moleculas de pequeno RNA (molecu¬ 
las de tRNA) funcionam como adaptadores mediando a in- 
corporagao dos aminoacidos apropriados em polipeptideos 
em resposta a seqiiencias especificas de nucleotideos nos 
mRNA. Os aminoacidos sao ligados a moleculas corretas 
de tRNA por um conjunto de enzimas ativadoras chamadas 
aminoacil-tRNA-sintetases. 

A sequencia de nucleotideos de uma molecula de mRNA e 
traduzida na sequencia apropriada de aminoacidos de acordo 
com as determinagoes do codigo genetico. Cada aminoacido 
e especificado por um ou mais codons, e cada codon contem 
tres nucleotideos. Das 64 trincas possiveis de nucleotideos, 
61 especificam aminoacidos - duas das quais tambem fun¬ 
cionam como sinais de inicio de cadeia polipeptidica - e tres 
especificam o termino da cadeia polipeptidica. As moleculas 
de tRNA contem trincas de nucleotideos chamadas antico¬ 
dons, que fazem pares de bases com os codons no mRNA 
durante o processo de tradugao. 

Alguns polipeptideos nascentes contem pequenas se- 
qiiencias de aminoacidos nos terminais amino ou carbo- 
xila que funcionam como sinais para seu transporte ate os 
compartimentos celulares especificos tais como reticulo 
endoplasmatico, mitocondrias, cloroplastos ou nucleos. As 
proteinas nascentes secretorias, por exemplo, contem uma 
curta sequencia de sinal no terminal amino que direciona 
o polipeptideo emergente para as membranas do reticulo 
endoplasmatico. Seqiiencias alvos similares estao presentes 
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Fig. 12.6 ■ Visao geral da 
sintese de proteinas. Os 
tamanhos das moleculas 
de rRNA mostrados estao 
corretos para bacterias; rRNA 
maiores estao presentes em 
eucariontes. Para simplificagao, 
todas as especies de RNA 
foram transcritas de segmentos 
contiguos de uma unica 
molecula de DNA. Na verdade, 
os varios RNA sao transcritos 
de genes situados em partes 
diferentes de um a muitos 
cromossomos. Detalhes dos 
varios estagios da sintese de 
proteinas sao discutidos em 
partes subsequentes deste 
capitulo. 


nos terminals amino das proteinas destinadas a mitocondrias 
e cloroplastos. Algumas proteinas nucleares contem exten- 
soes direcionais nas pontas carboxila. Em muitos casos, os 
peptideos direcionais sao removidos enzimaticamente por 
peptidases especfficas apos o transporte da proteina para o 
compartimento celular apropriado. 

Os ribossomos podem ser vistos como “bancadas”, com- 
pletas com maquinas e ferramentas necessarias para fazer 
um polipeptfdeo. Eles sao inespecfficos no sentido de que 
podem sintetizar qualquer polipeptfdeo (qualquer seqiiencia 
de aminoacidos) codificado por uma determinada molecula 
de mRNA, mesmo um mRNA de uma especie diferente. 
Cada molecula de mRNA e traduzida simultaneamente por 
varios ribossomos, resultando na formagao de um polirri- 
bossomo, ou polissomo. Feita esta breve revisao da sintese 
de proteinas, examinaremos alguns dos componentes mais 
importantes da maquinaria de tradugao mais atentamente. 

Componentes Necessarios para a Sintese de Proteinas: 
Ribossomos e RNA Transportadores 

As celulas vivas devotam mais energia a sintese de proteinas 
do que a qualquer outro aspecto do metabolismo. Cerca de 
um tergo da massa seca total da maioria das celulas consiste 


em moleculas que participam diretamente da biossfntese de 
proteinas. Em E. coli, os aproximadamente 200.000 ribos¬ 
somos correspondem a 25% da massa seca de cada celula. 
Esse envolvimento de uma grande parte da maquinaria me- 
tabolica das celulas com o processo de sintese de proteinas 
documenta sua importancia nas formas de vida que existem 
em nosso planeta. 

Quando os sftios de sintese de proteinas foram marcados 
em celulas cultivadas por curtos intervalos na presenga de 
aminoacidos radioativos e foram \dsualizados por auto-ra- 
diografia, os resultados mostraram que as proteinas sao sin- 
tetizadas nos ribossomos. Em procariontes, os ribossomos 
sao distribufdos pelas celulas. Em eucariontes, eles estao si¬ 
tuados no citoplasma, freqiientemente na ampla rede intra- 
celular de membranas do retfculo endoplasmatico. 

Os ribossomos sao aproximadamente metade proteina e 
metade RNA (Fig. 12.7). Eles sao compostos de duas subu- 
nidades, uma maior e uma menor, que se dissociam quando 
a tradugao de uma molecula de mRNA esta completa, e se 
reassociam durante o infcio da tradugao. Os tamanhos dos 
ribossomos sao mais freqiientemente expressos em termos 
de suas velocidades de sedimentagao durante centrifugagao, 
em unidades Svedberg (veja Enfoque Tecnico: Tecnicas de 
Centrifugagao, no Cap. 10). O ribossomo de E. coli , como 
os ribossomos de outros procariontes, tern peso molecular 
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Ribossomo procariotico 



Ribossomo eucariotico (mamiferos) 



Fig. 12.7 ■ Composigao macromolecular de ribossomos 
procarioticos e eucarioticos. 


de 2,5 x 10 6 , tamanho de 70S e dimensoes de cerca de 20 
nm x 25 nm. Os ribossomos de eucariontes sao maiores 
(em geral cerca de 80S); entretanto, o tamanho varia entre 
especies. Os ribossomos presentes nas mitocondrias e clo- 
roplastos de celulas eucarioticas sao menores (geralmente 
cerca de 60S). 


Embora o tamanho e a composigao macromolecular dos 
ribossomos variem, a estrutura tridimensional geral do ri¬ 
bossomo e basicamente a mesma em todos os organismos. 
Em E. coli , a subunidade ribossomica menor (3 OS) contem 
uma molecula de RNA 16S (peso molecular de cerca de 6 x 

10 5 ) mais 21 polipeptideos diferentes, e a subunidade maior 
(5 OS) contem duas moleculas de RNA (5S, peso molecular 
de cerca de 4 x 10 4 , e 23S, peso molecular de cerca de 1,2 x 

10 6 ) mais 31 polipeptideos. Em ribossomos de mamiferos, 
a subunidade menor contem uma molecula de RNA 18S 
mais 33 polipeptideos, e a subunidade maior contem tres 
moleculas de RNA com os tamanhos 5S, 5,8S e 28S mais 49 
polipeptideos. Em organelas, os tamanhos correspondentes 
de rRNA sao 5S, 13Se21S. 

Masayasu Nomura e colaboradores foram capazes de 
desmontar a subunidade 3 OS de E. coli em macromoleculas 
individuals e entao reconstituir subunidades 3OS funcionais 
a partir dos componentes. Deste modo, eles estudaram as 
fungoes de rRNA individuals e moleculas de protemas ri- 
bossomicas. 

As moleculas de RNA ribossomicas, como as mole¬ 
culas de mRNA, sao transcritas a partir de um molde de 
DNA. Em eucariontes, a smtese de rRNA ocorre no nu¬ 
cleolo (Fig. 12.8) e e catalisada pela RNA-polimerase I. 
O nucleolo e um componente altamente especializado do 
nucleo dedicado exclusivamente a sfntese de rRNA e sua 
montagem em ribossomos. Os genes de RNA ribossomi- 
cos estao presentes em arranjos em tandem duplicados 
separados por regioes espagadoras intergenicas. A trans- 
crigao destes arranjos em tandem de genes para rRNA 
pode ser visualizada diretamente por microscopia eletro- 
nica (Fig. 12.9). 



Fig. 12.8 ■ Micrografia eletronica de um fibroblasto humano, 
mostrando o nucleolo, o local de smtese de rRNA e montagem do 
ribossomo. 
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gene ae 
rRNA. 


Fig. 12.9 ■ Micrografia eletronica 
mostrando a transcri<;ao de genes de rRNA 
repetidos em tandem no nucleolo do 
tritao Triturus viridescens. E observado um 
gradiente de fibrilas de tamanho crescente 
para cada gene de rRNA, e regioes 
espaqadoras nao transcritas separam os 
genes. 


A transcrigao dos genes de rRNA produz precursors 
que sao muito maiores que as moleculas de RN. encon- 
tradas em ribossomos. Esses precursores de rRNA sofrem 
processamento pos-transcricional para produzir as molecu¬ 
las finais de rRNA. Em E. coli, o transento gemco de rRNA 
e um precursor 30S, que sofre clivagens endonucleo mcas 
para produzir os rRNA 5S, 16S e 23S mats uma molecula 
de RNA transportador 4S (Fig. 12.10a). Em mamiferos, 
os rRNA 5,8S, 18S e 28S sao clivados de um precursor 
45S (Fig. 12.10&), enquanto o rRNA 5S e produzido por 
processamento pos-transcricional de um transcrito gemco 
separado. Alem das clivagens pos-transcricionais dos pre¬ 
cursores de rRNA, muitos dos nucleotideos nos rRNA sao 
metilados pos-transcricionalmente. A metilagao parece 
proteger moleculas de rRNA de degradacao por n onu 
clcases. 

Multiplas copias dos genes para rRNA estao presentes 
nos genomas de todos os organismos que forarn cstu a ^ 
dos ate hoje. Esta redundancia de genes de rRNA nao e 
surpreendente considerando-se o grande numero e n 
bossomos presentes por celula. Em E. coli , sete genes e 
rRNA (rrvA — rmE, rmG, rmH ) sao distribuidos entre 
tres sitios distintos no cromossomo. Em eucariontes, os 
senes de rRNA estao presentes em centenas a milhares de 
copias. Os genes de rRNA 5,8S, 18S e 28S de eucariontes 
estao presentes em disposes em tandem nas regioes 
organizadoras nucleolares de cromossomos. Em alguns 
eucariontes, tais como milho, ha um umco par de orga- 
nizadores nucleolares (no cromossomo 6 em milho). tm 
Drosophila e no sapo sul-africano Xenopus laems , os cromos¬ 


somos sexuais levam os organizadores nucleolares. Seres 
humanos tern cinco pares de organizadores nucleolares 
situados nos bravos curtos dos cromossomos 13, 14, n, 

21 e 22. Os genes de rRNA 5S em eucariontes nao estao 
situados nas regioes organizadoras nucleolares. Em vez 
disso, eles estao distribuidos por varios cromossomos. En- 
tretanto, os genes de rRNA 5S sao altamente redundantes, 
como o sao os genes de rRNA 5,8S, 18S e 2 - 

Embora os ribossomos fornegam muitqs dos componen- 
tes necessarios para a sintese de proteinas e as especificacoes 
para cada polipepodeo estejam codificadas em uma mole¬ 
cula de mRNA, a tradugao de uma mensagem codihcada 
no mRNA em uma seqiiencia de aminoacidos em um poli- 
pepddeo requer uma classe adicional de moleculas de RNA. 
as moleculas de RNA transportador (tRNA). Considera?oes 
quimicas sugeriram que interagoes diretas entre os aimno- 
acidos e as trincas de nucleotideos, ou codons, no m N- 
seriam improvaveis. Assim, em 1958, Francis Crick proper 
que algum tipo de molecula adaptadora deveria medlar a es- 
pecificagao de aminoacidos por codons nos mRNA duran,-- 
a sintese de proteinas. As moleculas adaptadoras foram logo 
identificadas por outros pesquisadores e demonstraramser 
pequenas moleculas de RNA (4S, com 70 a 95 nucleoudeos 
de tamanho). Essas moleculas, pnmeiro chamadas molecuu, 
de RNA soluvel (sRNA) e subseqiientemente molecular > 
RNA transportador (tRNA), contem uma seqiiencia m P u 
de nucleotideos, o anticodon, que e complementar e taz fa¬ 
res de bases com a seqiiencia codon no mRNA durante • 
tradugao. Existem de um a quatro tRNA para cada um dot 
20 aminoacidos. 
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Fig. 12.10 ■ Sintese e processamento de (a) precursor de rRNA 30! 
em E. coli e ( b ) precursor de rRNA 45S em mamiferos. 


Os aminoacidos sao ligados aos tRNA por ligagoes de alta 
energia (muito reativas, simbolizadas por ~) entre os grupos 
carboxila dos aminoacidos e os terminals 3’-hidroxila dos 
tRNA. Os tRNA sao ativados, ou carregados, com aminoa¬ 
cidos em um processo de duas etapas, com ambas as reagoes 
catalisadas pela mesma enzima, a aminoacil-tRNA-sinte- 
tase. Existe pelo menos uma aminoacil-tRNA-sintetase para 
cada um dos 20 aminoacidos. A primeira etapa na sintese de 
aminoacil-tRNA envolve a ativagao do aminoacido usando 
energia do trifosfato de adenosina (ATP): 

aminoacido + ATP 

aminoacil-tRNA- 

sintetase 

▼ 

aminoacido ~ AMP + (P) ~ (P) 

O aminoacido - AMP intermediary nao e normalmente li- 
berado da enzima antes de softer a segunda etapa na sintese 


de aminoacil-tRNA, ou seja, a reagao com o tRNA apro- 
priado: 


aminoacido ~ AMP + tRNA 

aminoacil-tRNA- 

sintetase 

T 

aminoacido ~ tRNA + AMP 

Os aminoacil - tRNA sao substratos para a sintese de poli- 
peptideos em ribossomos, com cada tRNA ativado reconhe- 
cendo o codon correto de mRNA e apresentando o aminoa¬ 
cido em uma configuragao esterica (estrutura tridimensional) 
que facilita a formagao de ligagoes peptidicas. 

Os tRNA sao transcritos de genes. Como no caso dos 
rRNA, os tRNA sao transcritos sob a forma de moleculas 
precursoras maiores que sofrem processamento pos-trans- 
cricional (clivagem, aparo, metilagao e assim em diante). 
As moleculas fmais de tRNA contem varios nucleosideos 
que nao estao presentes nos transcritos primarios de genes 
de tRNA. Esses nucleosideos incomuns, tais como inosina, 
pseudo-uridina, diidrouridina, 1-metilguanosina e varios 
outros, sao produzidos por modificagoes pos-transcricionais 
catalisadas por enzimas dos quatro nucleosideos incorpora- 
dos ao RNA durante a transcrigao. 

Devido a seu pequeno tamanho (a maioria tern de 70 a 
95 nucleotideos de tamanho), os tRNA sao mais propensos 
a analise estrutural que outras moleculas maiores de RNA 


Hi = 
I = 

Di 

H 

U 
T 

MeG 

Di 

MeG 

Me 


Pseudo-uridina 

Inosina 


Diidrouridina 

Ribotimidina 

Metilguanosina 

Dimetilguanosina 

Metilinosina 


o 

< 


o 

I 

c 


0 = 0 

0 = 0 

I I 

o 


I 


I 


0 = 0 

0 = 0 
I 

C =3 
I I 






n-n-n-n & 


O-0-Q-9 

in in in in 

v^ g - c - g - c >: 


x v-n-9-o-o/^> 
ii hi hi in in 9 
EU-C-C-G-Gv^ 




I 

0=0 
I I 
CO = < 


I 


I 


0=0 
I I 

0=0 
I I 

0=0 


/ 


b. 

Anticodon 


Fig. 12.11 ■ Sequencia de nucleotideos e configuragao em trevo 
do tRNA de alanina de S. cerevisiae . Os nomes dos nucleotideos 
modificados presentes no tRNA sao mostrados no detalhe. 
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envolvidas na sfntese de proteinas. A seqiiencia completa de 
nucleotfdeos e a proposta estrutura em trevo do tRNA de 
alanina de levedura (Fig. 12.11) foram publicadas por Ro¬ 
bert W. Holley e colaboradores em 1965. Holley dividiu o 
Premio Nobel de Fisiologia ou Medicina de 1968 pelo seu 
trabalho. A estrutura tridimensional do tRNA de fenilala- 
nina de levedura foi determinada por estudos de difragao de 
raios X em 19/4 (Fig. 12.12). O anticodon de cada tRNA 
ocorre dentro de uma alga (regiao sem pontes de hidroge- 
nio) perto do meio da molecula. 

Deve ser aparente que as moleculas de tRNA devem con- 
ter uma grande especificidade a despeito de seu pequeno ta- 
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manho. Elas nao apenas devem ter (1) as seqiiencias corretas 
de anticodon, como tambem responder aos codons corretos, 
mas elas tambem (2) devem ser reconhecidas pelas aminoa- 
cil-tRNA-sintetases corretas, de modo a serem ativadas com 
os aminoacidos corretos e (3) ligar-se aos sitios apropriados 
nos ribossomos para efetuar suas fungoes de adaptador. 

Frangois Chapeville e Gunter von Ehrenstein e colabo¬ 
radores provaram, por meio de experimentagao simples e 
direta (Fig. 12.13), que a especificidade de reconhecimento 
de codon esta na parte do tRNA de um aminoacil-tRNA, e 
nao no aminoacido. Eles trataram cisteil-tRNA^ s (o tRNA 
de cistema ativado com cisteina) com um po de mquel alta- 
mente redutor (mquel de Raney), que converteu (reduziu) 
a cistema em alanina enquanto ela ainda estava ligada ao 
tRNA de cistema. Quando este hibrido aminoacil-tRNA, 
alanil-tRNA Cls , foi usado em sistemas de sfntese de proteinas 
m vitro , a alanina foi incorporada aos polipeptfdeos nas po- 
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Sistema de sintese de proteinas in vitro 

Experimento I: 

Usando poli(UG) (UGUGU etc., co-polimero UG repetido) como 
um RNA mensageiro artificial. A alanina ligada ao tRNA Cis foi 
incorporada, a despeito do fato de que os codons de alanina 
sao GCU, GCC, GCA e GCG. UGU = codon de cisteina. 

Experimento II: 

Usando o sistema de sintese de hemoglobina de reticulocito de 
coelho contendo mRNA nativos de hemoglobina. Foi demonstrado 
que alanina de alanil-tRNA Cls foi incorporada em posicoes nas 
cadeias de globina de coelho normalmente ocupadas por cisteina. 


Fig. 12.12 H Foto (a) e desenho interpretative (b) de um modelo 
molecular do tRNA de fenilalanina de levedura baseado em dados 
de difragao de raios X. 


Fig. 12.13 ■ Prova de que a especificidade de reconhecimento de 
codon de um complexo aminoacil-tRNA reside em um tRNA, e nao 
no aminoacido. 
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siloes normaimente ocupadas por cistefna. Assim, os tRNA 
de fato fimcionam como as moleculas adaptadoras que Crick 
disse que deviam mediar a interagao entre os codons nos 
mRNA. e os aminoacidos que os codons especificara durante 
o processo de tradugao. 

Existem tres sitios de ligagao de tRNA em cada ribossomo 
(Fig. 12.14 a-b). O sitio A ou aminoacil liga o aminoacil- 
tRNA que chega, o tRNA que traz o aminoacido seguinte a 
ser adicionado a cadeia polipeptidica crescente. O sitio P ou 
peptidil liga o tRNA ao qual a cadeia crescente esta ligada. 

O sitio E ou sitio de saida liga o tRNA descarregado que 
esta saindo. 

A estrutura tridimensional do ribossomo 7 OS da bacteria 
Thermus thermophilus foi recentemente esclarecida com reso- 
lugao de 0,5 5 nm por cristalografia de raios X (Fig. 12.14 c-e). 

A estrutura cristalina mostra as posigoes dos tres sitios de 
ligagao de tRNA na interface 50S-30S e as posigoes relativas 
dos rRNA e proteinas ribossomicas. 

Embora os sitios de ligagao do aminoacil-tRNA estejam 
situados na subunidade 50S e a molecula de mRNA esteja 
liga,da pela subunidade 3 OS, a especificidade de ligagao do 
aminoacil-tRNA em cada sitio e dada pelo codon do mRNA 
que faz parte do sitio de ligagao (Fig. 12.14 b). A medida que 
o ribossomo se move ao longo de um mRNA (ou o mRNA 
desliza pelo ribossomo), a especificidade de ligagao do ami¬ 
noacil-tRNA nos sitios A, P e E muda a medida que os co¬ 
dons diferentes do mRNA se movem nos sitios de ligagao. 
Os sitios de ligagao dos ribossomos em si (menos o mRNA) 
sao portanto capazes de ligar qualquer aminoacil-tRNA. 

Tradugao: A Sintese de Polipeptideos Usando 
Moldes de mRNA 

Revisamos todos os principals componentes do sistema de 
sintese de protefnas. As moleculas de mRNA fornecem as 
especificagoes para as seqiiencias de aminoacidos dos poli¬ 
peptideos codificados pelo gene. Os ribossomos fornecem 
muitos dos componentes macromoleculares necessarios para 
o processo de tradugao. Os tRNA fornecem as moleculas 
adaptadoras necessarias para incorporar aminoacidos em po¬ 
lipeptideos em resposta a codons nos mRNA. Alem disso, 
varias proteinas soluveis participam do processo. A tradugao 
da seqiiencia de nucleotideos em uma molecula de mRNA 
na sequencia de aminoacidos de seu produto polipeptidico 
pode ser dividida em tres etapas: (1) iniciagao da cadeia po¬ 
lipeptidica, (2) alongamento da cadeia e (3) termino da ca¬ 
deia. 

A iniciagao da tradugao inclui todos os eventos que pre¬ 
cedent a formagao de uma ligagao peptidica entre os dois 
primeiros aminoacidos da nova cadeia polipeptidica. Em¬ 
bora varios aspectos do processo de iniciagao sejam os mes- 
mos em procariontes e eucariontes, alguns sao diferentes. 
Examinaremos primeiro a iniciagao das cadeias polipeptidi- 
cas em E. coli e veremos entao os aspectos unicos do imcio da 
tradugao em eucariontes. 


Em E. coli , o processo de iniciagao envolve a subunidade 
3OS do ribossomo, um tRNA iniciador especial, uma mole¬ 
cula de mRNA, tres proteinas soluveis que sao fatores de 
iniciagao: IF-1, IF-2 e IF-3 e uma molecula de GTP (Fig. 
12.15). A tradugao ocorre nos ribossomos 70S, mas os ribos¬ 
somos dissociam-se em suas subunidades 30S e 50S a cada 
vez que completam a sintese de uma cadeia polipeptidica. 
No primeiro estagio da iniciagao da tradugao, uma subu¬ 
nidade 3 OS livre interage com uma molecula de mRNA e 
com os fatores de iniciagao. A subunidade SOS junta-se ao 
complexo para formar o ribossomo 70S na etapa final do 
processo de iniciagao. 

A sintese de polipeptideos e iniciada por um tRNA es¬ 
pecial, chamado tRNAf Met , em resposta a um codon de 
iniciagao da tradugao (geralmente AUG, as vezes GUG). 
Portanto, todos os polipeptideos comegam com metionina 
durante a sintese. A metionina amino-terminal e subseqiien- 
temente removida de muitos polipeptideos. Assim, proteinas 
funcionais nao precisam ter uma metionina amino-terminal. 

A metionina do tRNAf Met tern o grupo amino bloqueado 

O 

11 

por um grupo formil (—C— H) (donde o subscrito “f” no 
tRNAf Met ). Uma metionina tRNA diferente, tRNA Met , res- 
ponde a codons internos de metionina. Ambos os tRNA de 
metionina tern o mesmo anticodon e ambos respondem ao 
mesmo codon (AUG) para metionina. Entretanto, apenas 
metionil-tRNAf Met interage com o fator IF-2 de iniciagao da 
proteina para comegar o processo de iniciagao (Fig. 12.15). 
Assim, apenas metionil-tRNAf Met liga-se ao ribossomo em 
resposta a codons de iniciagao AUG nos mRNA, deixando 
metionil-tRNA Met para se ligar em resposta a codons inter¬ 
nos AUG. Metionil-tRNAf et tambem se liga a ribossomos 
em resposta a um codon iniciador alternativo, GUG (um 
codon de valina quando presente em posigoes internas), que 
ocorre em algumas moleculas de mRNA. 

A iniciagao da cadeia polipeptidica comega com a for¬ 
magao de dois complexos: (1) um contem o fator de inicia¬ 
gao IF-2 e metionil-tRNAf Met , e (2) o outro contem uma 
molecula de mRNA, uma subunidade ribossomica 3OS e o 
fator de iniciagao IF-3 (Fig. 12.15). O complexo subunidade 
30S/mRNA sera formado apenas na presenga de IF-3; assim, 
IF-3 controla a capacidade da subunidade 3OS de comegar 
o processo de iniciagao. A formagao do complexo subuni¬ 
dade 30S/mRNA depende em parte do pareamento de bases 
entre uma sequencia de nucleotideos perto da ponta 3’ do 
rRNA 16S e uma sequencia perto da ponta 5’ da molecula de 
mRNA (Fig. 12.16). Os mRNA procarioticos contem uma 
via de polipurina conservada, o consenso AGGAGG, situ- 
ado cerca de sete nucleotideos antecedentes ao codon de ini¬ 
ciagao AUG. Este hexamero conservado, chamado sequen¬ 
cia Shine-Dalgamo em homenagem ao cientista que o 
descobriu, e complementar a uma sequencia perto da ponta 
V do RNA ribossomico 16S. Quando as seqiiencias Shine- 
Dalgarno dos mRNA sao experimentalmente modificadas 
de modo a nao poder fazer mais pares de bases com o rRNA 
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E, ou sltio de ligacao P, ou sitio de A, ou sitio de 
de saida do tRNA ligacao peptidil ligacao aminoacil 


tRNA Gli 


mRNA 5 ' 


Subunidade 30S 

3 ' 


FenilalanikRNA 
com polipeptideo 
crescente ligado 


Subunidade 50S 


Alanil-tRNA 


(a) Diagrama do ribossomo 70S 


==> 
Sentido do 
movimento 



(e) Subunidade 30S - estrutura cristalina 

(b) Ribossomo 70S - modelo visto em corte 

Fig. 12.14 ■ Estrutura de um ribossomo em £. coli (o-b) e Thermus 
thermophilus (c-e). (o) Cada complexo ribossomo/mRNA contem tres 
sitios de ligacao aminoacil-tRNA. O sitio A ou aminoacil-tRNA e ocupado 
por alanil-tRNA Ala . O sitio P ou peptidil e ocupado por fenilalanil- 
tRNA Fen , com a cadeia polipeptidica crescente ligada covalentemente ao 
tRNA de fenilalanina. O sitio £ ou de saida e ocupado pelo tRNA Gl ‘ antes 
de sua liberaqao do ribossomo. (b) Uma molecula de mRNA (laranja), 
que e ligada a subunidade 30S (verde-claro) do ribossomo, contribui 
para a especificidade dos sftios de ligacao do tRNA, que estao situados 
amplamente na subunidade 50S (azul) do ribossomo. Os aminoacil-tRNA 
situados nos sftios P e A sao mostrados em vermelho e verde-escuro, 
respectivamente. O sitio £ esta desocupado. 

(c-e) Estrutura cristalina do ribossomo 70S com 0,55 nm de resolu<;ao, 
mostrando o ribossomo completo (c) e as interfaces das subunidades 
50S (d) e 30S (e). (c) A subunidade 50S a esquerda; a subunidade 30S a 
direita. (d-e) Interfaces da subunidade 50S e 30S obtidas girando-se as 
estruturas mostradas em (c) 90° para a esquerda (d) ou para a direita (e), 
respectivamente. Os tRNA nos sitios A, P e £ sao mostrados em dourado, 
laranja e vermelho, respectivamente. Componentes: rRNA 16S (ciano); 
rRNA 23S (cinza); rRNA 5S (azul-claro); proteinas da subunidade 30S (azul- 
escuro); e proteinas da subunidade 50S (magenta). LI, grande subunidade 
de proteina 1; S7, pequena subunidade de proteina 7. 




(d) Subunidade 50S - estrutura cristalina 



(c) Ribossomo 70S - estrutura cristalina 
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Ribossomo 70S 


Fig. 12.15 ■ A iniciagao da tradugao em E. coli. 


V Apos IF-3 ser liberado, a subunidade 
50S une-se ao complexo de iniciacao; 
GTP e clivado e IF-1 e IF-2 sao liberados 


16S, os mRNA modificados ou nao sao traduzidos ou sao 
traduzidos muito ineficientemente, indicando que esse pare- 
amento de bases tem um papel importante na tradugao. 

O complexo IF-2/metionil-tRNA f Met e o complexo 
mRNA/subunidade 30S/IF-3 se combinam subseqiiente- 
mente um com o outro e com o fator de iniciagao IF-1 e 
uma molecula de GXP para formar o complexo de inicia¬ 


gao 3 OS completo. A etapa final na iniciagao da tradugao 
e a adigao da subunidade 50S ao complexo de iniciagao 
3 OS para produzir o ribossomo 70S completo. O fator de 
iniciagao IF-3 deve ser liberado do complexo antes que 
a subunidade 50S possa juntar-se ao complexo. Nunca se 
observou associagao de IF-3 e da subunidade 50S com a 
subunidade 30S ao mesmo tempo. A adigao da subunidade 
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Sequencia Codon de inicio 
Shine-Dalgarno de traducao 

mRNA i- A -1 r^S 

5' AACACAGGAGGAUUAUCCAUGUCGACUCGTAU-■ 3' 
ii min ii min 
^UCCUCC 4 

3 -- Regiao de <?UUGGCGUCCAAGGGGGAUGCCAA5' 

16S pareamento de bases Termino 

rRNA 

Fig. 12.16 ■ Pareamento de bases entre a sequencia Shine-Dalgarno 
em um mRNA procariotico e uma sequencia complementar perto 
da ponta 3’ do rRNA 16S envolvida na formagao do complexo de 
iniciagao mRNA/subunidade ribossomica 30S. 

SOS requer energia do GTP e liberagao dos fa tores de ini¬ 
ciagao IF-1 e IF-2. 

A adigao da subunidade ribossomica 50S ao complexo 
posiciona o tRNA iniciador, metionil-tRNAf Met , no sitio 
peptidil (P) com o anticodon do tRNA alinhado ao codon 
de iniciagao AUG do mRNA. Metionil-tRNAf Met e o unico 
aminoacil-tRNA que pode entrar diretamente no sitio P, 
sem primeiro passar pelo sitio aminoacil (A). Com o AUG 
iniciador posicionado no sitio P, o segundo codon do mRNA 
esta posicionado no sitio A , determinando a especificidade 
de ligagao do aminoacil-tRNA com este sitio e preparando 
as condigoes para a segunda fase na sintese de polipeptideos, 
o alongamento da cadeia. 

A iniciagao da tradugao e mais complexa em eucariontes, 
envolvendo varios fatores soluveis de iniciagao. Entretanto, 
o processo geral e similar exceto por duas caracteristicas. 
(1)0 grupo amino da metionina no tRNA iniciador nao e 
formilado como em procariontes. (2) O complexo de ini¬ 
ciagao forma-se no terminal 5’ do mRNA, e nao no sitio de 
inicio de tradugao Shine-Dalgarno/AUG como em E. coli. 
Em eucariontes, o complexo de iniciagao percorre o mRNA, 
comegando na ponta 5’, a procura de um codon AUG de 
iniciagao da tradugao. Assim, em eucariontes, a tradugao fre- 
qiientemente comega no AUG mais proximo do terminal S’ 
da molecula de mRNA, embora a eficiencia com a qual um 
determinado AUG e usado para iniciar a tradugao dependa 
da sequencia contigua de nucleotideos. A sequencia de ini¬ 
ciagao otima e 5’-GCC(A ou G)CCAUGG-3\ As tres bases 
purinicas (A ou G) antecedentes ao codon iniciador AUG 
e o G imediatamente apos sao muito importantes, influen- 
ciando a eficiencia de iniciagao em dez vezes ou mais. As 
mudangas de outras bases na sequencia causam diminuigoes 
menores na eficiencia da iniciagao. Os requisitos de sequen¬ 
cia para uma iniciagao otima da tradugao em eucariontes sao 
denominados regras de Kozak, em homenagem a Marilyn 
Kozak, que primeiro as propos. 

Como os procariontes, os eucariontes contem um tRNA 
iniciador especial, o tRNAi Met (“i” de iniciador), mas o 
grupo amino do metionil-tRNAj Met nao e formilado. O me- 
tionil-tRNAj Mct iniciador interage com um fator soluvel de 
iniciagao e entra no sitio P diretamente durante o processo 
de iniciagao, como em E. coli . 


Em eucariontes, uma proteina de ligagao cap (CBP) une- 
se ao cap de 7-metilguanosina no terminal 5’ do mRNA. En- 
tao, outros fatores de iniciagao ligam-se ao complexo CBP- 
mRNA, seguido da subunidade menor (40S) do ribossomo. 
Todo o complexo de iniciagao se move de 5 9 para V ao longo 
da molecula de mRNA, procurando por um codon AUG. 
Quando e encontrada uma trinca AUG, os fatores de inicia¬ 
gao dissociam-se do complexo, e a subunidade maior (60S) 
liga-se ao complexo metionil-tRNA/mRNA/subunidade 
40S, formando o ribossomo completo (80S). O complexo 
ribossomo 80S/mRNA/tRNA esta pronto para comegar a 
segunda fase da tradugao, o alongamento da cadeia. 

O processo de alongamento da cadeia polipeptidica e 
basicamente o mesmo tanto em procariontes quanto em 
eucariontes. A adigao de cada aminoacido ao polipeptideo 
crescente ocorre em tres etapas: (1) ligagao de um aminoacil- 
tRNA ao sitio A do ribossomo, (2) transference da cadeia 
polipeptidica crescente do tRNA no sitio P para o tRNA 
no sitio A pela formagao de uma nova ligagao peptidica e 
(3) translocagao do ribossomo ao longo do mRNA para a 
posigao do codon seguinte no sitio A (Fig. 12.17). Durante 
a etapa 3, o polipeptideo-tRNA nascente e o tRNA descar- 
regado sao translocados dos sitios A e P para sitios P e £, 
respectivamente. Estas tres etapas sao repetidas de modo ci- 
clico durante o processo de alongamento. Os fatores soluveis 
envolvidos no alongamento da cadeia em E . coli sao descritos 
aqui. Fatores similares participant no alongamento da cadeia 
em eucariontes. 

Na primeira etapa, um aminoacil-tRNA entra e se torna 
ligado ao sitio A no ribossomo, com a especificidade dada 
pelo codon do mRNA alinhado ao sitio A (Fig. 12.17). Os tres 
nucleotideos no anticodon do aminoacil-tRNA que phega 
devem parear com os nucleotideos do codon de mRNA pre¬ 
sente no sitio A. Esta etapa requer o fator de alongamento 
Tu levando uma molecula de GTP (EF-Tu-GTP). O GTP 
e necessario para ligagao do aminoacil-tRNA ao sitio A, mas 
nao e clivado ate que a ligagao peptidica esteja forma da. Apos 
a clivagem de GTP, EF-Tu-GDP e liberado do ribossomo. 
EF-Tu-GDP e inativo e nao se ligara aos aminoacil-tRNA. 
EF-Tu-GDP e convertido na forma ativa EF-Tu-GTP pelo 
fator de alongamento Ts (EF-Ts), que hidrolisa uma mo¬ 
lecula de GTP no processo. EF-Tu interage com todos os 
aminoacil-tRNA exceto metionil-tRNA. 

A segunda etapa no alongamento da cadeia e a formagao 
de uma ligagao peptidica entre o grupo amino do aminoacil- 
tRNA no sitio A e o terminal carboxila da cadeia polipepti¬ 
dica crescente ligada ao tRNA no sitio P. Isto desacopla a 
cadeia crescente do tRNA no sitio P e liga covalentemente a 
cadeia ao tRNA no sitio A (Fig. 12.17). Esta reagao impor- 
tante e catalisada pela peptidiltransferase, uma atividade 
enzimatica da subunidade 50s do ribossomo. Devemos notar 
que a atividade da peptidiltransferase reside na molecula de 
rRNA 2 3 S e nao em uma proteina ribossomica, talvez uma 
outra reliquia de um mundo primordial baseado em RNA. A 
formagao da ligagao peptidica requer a hidrolise da molecula 
de GTP levada ao ribossomo por EF-Tu na etapa 1. 
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■ Aiongamento da cadeia polipeptidica em E. coll. 
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Fig. 12.18 ■ Visualiza<;ao do alongamento de polipeptideos 
de fibroma na glandula posterior de seda da lagarta de 
Bombyx mori. As setas indicam crescimento dos polipeptideos 
de fibroma. Note seu aumento de tamanho como um dos 
enfoques da ponta 3’ da molecula de mRNA. 
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Durante a terceira etapa no alongamento da cadeia, o pep- 
tidil-tRNA presente no sitio A do ribossomo e translocado 
para o sitio P, e o tRNA nao carregado no sitio P e translo¬ 
cado para o sitio E, a medida que o ribossomo se move tres 
nucleotideos para a ponta 3’ da molecula de mRNA. A etapa 
de translocado requer GTP e o fator de alongamento G 
(EF-G). O ribossomo sofre mudangas de conformagao du¬ 
rante o processo de translocado, sugerindo que pode deslo- 
car-se ao longo da molecula de mRNA. A energia para o mo- 
vimento do ribossomo e fornecida pela hidrolise de GTP. A 
translocado de peptidil-tRNA do sitio A para o sitio P deixa 
o sitio A desocupado e o ribossomo pronto para comegar o 
ciclo seguinte de alongamento da cadeia. 

O alongamento de um polipeptideo eucariotico, a fibro¬ 
ma (proteina da seda), pode ser visto ao microscopio ele- 
tronico usando-se tecnicas desenvolvidas por Oscar Miller, 
Barbara Hamkalo e colaboradores. A maioria das proteinas 
dobram-se na superficie do ribossomo durante sua sintese. 
Entretanto, a fibroina permanece distendida da superficie 
do ribossomo nas condicoes usadas por Miller e colaborado¬ 
res. Como resultado, as cadeias polipeptidicas nascentes de 
tamanho crescente podem ser vistas ligadas a ribossomos a 
medida que sao vistas da ponta 5’ do mRNA para a ponta 3’ 
(Fig. 12.18). Afibroina e uma proteina grande com massa de 
mais de 200.000 daltons. Ela e produzida em grandes polir- 
ribossomos contendo de 50 a 80 ribossomos. 

O alongamento da cadeia polipeptidica ocorre rapi- 
damente. Em E. coli, todas as tres etapas necessarias para 
adicionar um aminoacido a cadeia polipeptidica crescente 
ocorrem em cerca de 0,05 segundo. Assim, a sintese de um 
polipeptideo contendo 300 aminoacidos leva apenas cerca 
de 15 segundos. Devido a sua complexidade, a precisao e a 
eficiencia do aparelho de tradugao de fato sao incriveis. 

O alongamento da cadeia polipeptidica sofre um termino 
quando um dos tres codons de termino de cadeia (UAA, 
UAG ou UGA) entra no sitio A do ribossomo (Fig. 12.19). 
Estes tres codons de fim sao reconhecidos por proteinas 
soluveis chamadas fatores de liberagao (RE). Em E. coli, 
existem dois fatores de liberagao, RF-1 e RF-2. RF-1 reco- 
nhece os codons de fim UAA e UAG; RF-2 reconhece UAA 
e UGA. Em eucariontes, um unico fator de liberagao (eRF) 
reconhece todos os tres codons de fim. A presenga de um fa¬ 
tor de liberacao no sitio A altera a atividade da peptidiltrans- 
ferasc de tal modo que ela adiciona uma molecula de agua 
ao terminal earboxila do polipeptideo nascente. Esta reagao 
libera o polipeptideo da molecula de tRNA no sitio P e ativa 
a translocagao do tRNA livre para o sitio E. O termino e 
completado pela liberagao da molecula de mRNA do ribos¬ 
somo e pela dissociagao do ribossomo em suas subunidades. 
As subunidades ribossomicas estao entao prontas para iniciar 
outra rodada de sintese de proteinas, como ja descrito. 

BOi P0HT0S IMP0RTANTES 

W A informagao genetica levada nas sequencias de nucleotideos 
nas moleculas de mRNA e traduzida em sequencias de amino¬ 
acidos nos produtos polipeptidicos dos genes por maquinas 
macromoleculares complexas chamadas ribossomos. 


■ O processo de tradugao e complexo, necessitando da partici¬ 
pate de muitos RNA diferentes e moleculas proteicas. 

■ As moleculas de RNA transportador servem como ada pea cores, 
mediando a interagao de aminoacidos e codons no mRN'i 

■ O processo de tradugao envolve a iniciagao, o alongamento e 
o termino de cadeias polipeptidicas e e controlado por especi- 
ficagoes do codigo genetico. 


0 CODIGO GENETICO 

O codigo genetico e um codigo sem superposigao, 
com cada aminoacido mais o inicio e termino do 
polipeptideo especificados por codons do RNA 
compostos de tres nucleotideos. 

Como ficou evidente que os genes controlam a es- 
trutura dos polipeptideos, a atengao concentrou-se na ma- 
neira como a seqiiencia dos quatro nucleotideos diferentes 
no DNA pode controlar a seqiiencia dos 20 aminoacidos 
presentes nas proteinas. Com a descoberta do mRNA in¬ 
termediary, surgiu a duvida sobre como a seqiiencia de 
quatro bases presentes nas moleculas de mRNA poderiam 
especificar a seqiiencia de aminoacidos de um polipeptideo. 
Qual a natureza do codigo genetico relacionando seqiien- 
cias de bases do mRNA com sequencias de aminoacidos? 
Obviamente, os simbolos ou letras usados no codigo devem 
ser as bases; mas o que constitui um codon, a unidade ou 
palavra que especifica um aminoacido ou, na verdade, um 
aminoacil-tRNA? 

Propriedades do Codigo Genetico: Uma Visao Geral 

As principals caracteristicas do codigo genetico foram de¬ 
senvolvidas durante os anos 1960. Deciffar o codigo foi 
um dos eventos mais empolgantes na historia da ciencia. 
com novas informagoes relatadas quase diariamente. Em 
meados dos anos 1960, o codigo genetico foi amplamente 
esclarecido. Antes de enfocar as caracteristicas especificas 
do codigo, vamos considerar suas propriedades mais im- 
portantes. 

1. 0 codigo genetico e camposto de trincas de nucleotideos . Tres 
nucleotideos no mRNA especificam um aminoacido no 
produto polipeptfdico. Assim, cada codon contem tres 
nucleotideos. 

2. 0 codigo genetico e ndo-superposto . Cada nucleotideo no 
mRNA pertence a apenas um codon, exceto em casos raros 
em que os genes se superpoem e uma seqiiencia de nucleo- 
tideos e lida em duas matrizes de leitura diferentes. 

3. O codigo genetico e sem virgula. Nao existem vfrgulas ou 
outras formas de pontuagao dentro das regioes codifi- 
cantes das moleculas de mRNA. Durante a tradugao, os 
codons sao lidos consecutivamente. 
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Fig. 12.19 ■ Termino da cadeia 
polipeptidica em E. coli. O 
grupo formil de formilmetionina 
e removido durante a tradu<;ao. 


4. O codigo genetico eredundante . Exceto dois aminoacidos, os 
demais sao especificados por mais de um codon. 

5. O codigo genetico e ordenado. Varios codons para um de- 
terminado aminoacido e codons para aminoacidos com 
propnedades qufmicas similares sao proximamente rela- 
cionados, em geral diferindo por um unico nucleotideo. 


6. O codigo genetico contem. codons de intcio e de fim. Codons 
especificos sao usados para iniciar e terminar cadeias po- 
lipeptfdicas. 

7. O codigo genetico e quase universal Com pequenas exce- 
goes, os codons tern o mesmo significado em todos os 
organismos vivos, de virus a humanos. 
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Tres Nucleotideos por Codon 

Vinte aminoacidos diferentes sao incorporados em polipep- 
tideos durante a tradugao. Assim, pelo menos 20 codons di¬ 
ferentes devem ser formados com as quatro bases dispomveis 
no mRNA. Duas bases por codon resultariam em apenas 4" 
ou 16 codons possiveis, obviamente insuficientes. Tres bases 
por codon dariam 4 3 ou 64 codons possiveis, um excesso 
aparente. 

Em 1961, Francis Crick e colaboradores publicaram a 
primeira evidencia forte em apoio ao codigo triplo (tres 
nucleotideos por codon). Crick e colaboradores fizeram 
uma analise genetica das mutagoes induzidas no locus rll do 
bacteriofago T4 com a substancia proflavina. A proflavina 
e um agente mutagenico que causa adigoes e delegoes de 
um par de bases (Cap. 13). Os mutantes rll do fago T4 sao 
incapazes de crescer em celulas de E. coli da linhagem K12, 
mas crescem como o fago tipo selvagem em celulas de E. 
coli linhagem B (Cap. 8). O T4 tipo selvagem cresce igual- 
mente bem em ambas as linhagens. Crick e colaboradores 
isolarapi revertentes induzidos por proflavina de uma muta¬ 
gao induzida por esta substancia. Foi demonstrado que tais 
revertentes resultam da ocorrencia de mutagoes adicionais 
em sitios vizinhos, e nao de reversao da mutagao original. 
Mutagoes de sitio secundario que restauram o fenotipo tipo 
selvagem em um organismo mutante sao chamadas muta¬ 
goes supressoras porque elas cancelam, ou suprimem, os 
efeitos da mutagao original. 

Crick e colaboradores raciocinaram que se a mutagao ori¬ 
ginal foi uma adigao ou delegao de um so par de bases, entao 
as mutagoes supressoras devem ser delegoes ou^adigoes de um 
unico par de bases, respectivamente, ocorrendo em um sitio 
ou sitios perto da mutagao original. Se as trincas seqiienciais 
de nucleotideos em um mRNA especificam aminoacidos, 
entao cada seqiiencia de nucleotideos pode ser reconhecida 
ou lida durante a tradugao de tres modos diferentes. Por 
exemplo, a seqiiencia AAAGGGCCCTTT pode ser lida (1) 
AAA, GGG, CCC, TTT, (2) A, AAG, GGC, CCT, TT ou 
(3) AA, AGG, GCC, CTT, T. A matriz de leitura de mn 
mRNA e a serie de trincas de nucleotideos que sao lidos (po- 
sicionados no sitio A do ribossomo) durante a tradugao. A 
adigao ou delegao de um unico par de bases ira alterar a ma¬ 
triz de leitura do gene e do mRNA para esta parte do gene 
distal a mutagao. Este efeito e ilustrado na Fig. 12.20/7. As 
mutagoes supressoras foram entao isoladas como mutantes 
unicos por triagem da prole de retrocruzamentos com o tipo 
selvagem. Como a mutagao original, foi descoberto que as 
mutagoes supressoras produzem fenotipos mutantes. Crick 
e colaboradores em seguida isolaram mutagoes supressoras 
induzidas por proflavina das mutagoes supressoras originais, 
e assim em diante. 

Crick e colaboradores entao classificaram todas as mu¬ 
tagoes isoladas em dois grupos, mais (+) e menos (-) (para 
adigoes e delegoes, embora nao tivessem ideia de qual grupo 
era cada), com base no raciocinio de que uma mutagao (+) 
iria suprimir uma mutagao (-) mas nao outra mutagao (+), e 


vice-versa (Fig. 12.20). Entao, Crick e colaboradores cons- 
truiram recombinantes que levavam varias combinagoes das 
mutagoes (+) e (-). Como os mutantes isolados, os recombi¬ 
nantes com duas mutagoes (+) ou duas mutagoes (-) sempre 
tdnham o fenotipo mutante. O resultado critico foi que os 
recombinantes com tres mutagoes (+) (Fig. 12.20 b) ou tres 
mutagoes (-) em geral exibiram o fenotipo tipo selvagem. 
Isto indicou que a adigao de tres pares de bases ou a delegao 
de tres pares de bases deixou a parte distal do gene com a 
matriz de leitura tipo selvagem. Tal resultado seria esperado 
apenas se cada codon contivesse tres nucleotideos. 

A evidencia dos estudos in vitro da tradugao logo apoiou 
os resultados de Crick e colaboradores e estabeleceu firme- 
mente a natureza tripla do codigo. Seguem alguns dos resul¬ 
tados mais importantes: (1) Trinucleotideos eram suficien- 
tes para estimular a ligagao especifica de aminoacil-tRNA 
a ribossomos. Por exemplo, 5’-UUC-3’ estimulou a liga¬ 
gao de fenilalanil-tRNA^ en a ribossomos. (2) Moleculas de 
mRNA quimicamente sintetizadas que continham seqiien- 
cias repetidas de dinucleotideos dirigiram a smtese de co- 
polfmeros (grandes moleculas tipo cadeia compostas de duas 
subunidades diferentes) com seqiiencias altemadas de ami¬ 
noacidos. Por exemplo, quando poli(UG)„ foi usado como 
um mRNA artificial em um sistema de tradugao in vitro , foi 
sintetizado o co-polimero repetido (cis-val) m . (Os subscritos 
n e m referem-se ao numero de nucleotideos e aminoacidos 
nos respectivos polimeros.) (3) Em contraste, os mRNA com 
seqiiencias repetidas de trinucleotideos dirigiram a smtese 
de uma mistura de tres homopolimeros (sendo a iniciagao 
aleatoria em tais mRNA nos sistemas in vitro). Por exemplo, 
poli(UUG) w dirigiu a smtese de uma mistura de polileucina, 
policisteina e polivalina. Tais resultados sao consistentes 
apenas com um codigo triplo, com suas tres matrizes de lei¬ 
tura diferentes. Quando poli(UUG) w e traduzida na matriz 
de leitura 1, UUG, UUG, e produzida uma polileucina, en- 
quanto a tradugao na matriz de leitura 2, UGU, UGU, pro- 
duz policisteina, e a tradugao na matriz de leitura 3, GUU, 
GUU, produz polivalina. Finalmente, a natureza tripla do 
codigo foi definitivamente estabelecida comparando-se as 
seqiiencias de nucleotideos de genes e mRNA com as sequen¬ 
ces de aminoacidos de seus produtos polipeptfdicos. 


Decifrando o Codigo 

Decifrar o codigo genetdco nos anos 1960 levou varios anos 
e envolveu uma intensa competigao entre muitos laborato¬ 
ries de pesquisa. Novas informagoes acumularam-se rapida- 
mente, mas as vezes eram inconsistentes com dados anterio- 
res. Decifrar o codigo foi um grande desafio. 

Foram necessarios cientistas para decifrar o codigo ge- 
netico e obter respostas a varias duvidas. (1) Que codons 
especificam cada um dos 20 aminoacidos? (2) Quantos dos 
64 possiveis codons de trincas sao utilizados? (3) Como o co¬ 
digo e pontuado? (4) Os codons tern os mesmos significados 
em virus, bacterias, plantas e animais? As respostas a estas 
perguntas foram obtidas primariamente dos resultados de 
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Alelo tipo selvagem: 
/ mRNA: 

Adicao de mutacao 


Protefna: 


AT G 
TAC 

'-V— 1 

AUG 
Met - 


TTT 
AAA 
UUJJ 
- Fen 




Alelo mutante: 

’ mRNA: 

Mutacao / Protefna: 
supressora 
(delecao) 


Alelo revertente (mutante duplo): 

mRNA: 

Protefna: 



Par 
AT G 

tac, 

AUG 

Met 


CCC AAA GGG TTT.CCC TAG 

GGG TTT CCC AAA GGG ATC 

CCC AAA GGG UUU.CXC UA_G 

- Pro - Lis - Gli - Fen.Pro-(term) 

A 

.— Par de bases *• adicionado altera matriz de leitura. 
T 

TCC CAA AGG GTT T.CC CTA G 

AGG GTT TCC CAA A^ J3G GAT C^_ 

UCC CAA A£G GUJJ *^CC CUA 

- Ser - Gin - Arg - Val - .- Leu - 

Sequencia altera v da de aminoacidos 

C 

de bases deletado restaura matriz de leitura original. 

G 


Fenotipo tipo 
> selvagem 


Fenotipo 

mutante 


ATT TCC AAA GGG TTT 
TAA AGG UTT CCC AAA 
MJJJ UCC AAA GGG UUJJ 
- lie - Ser - Lis - Gli - Fen 


•CCC TAG 
GGG ATX 
•CCC UAG 
• Pro-(term) 


Fenotipo tipo 
selvagem 


Aminoacidos 

alterados 


Restaurada sequencia 
original de aminoacidos 


(a) A delecao de urn unico par de bases restaura a matriz de leitura alterada pela adicao de urn unico par de bases. 


AG A 

T\ C\ /T 

ATG ATT GTA CCC AAA GGG TTT.CCC TAG 

TAC TAA ^AT £GCi* TTT CCC AAA GGG AT_C 

mRNA: AUG XuU GUA CCC AAA GGG UUU.CCC UAG 

Protefna: Met - lie - Val - Pro - Lis - Gli - Fen.Pro - (term) 


Gene 


Fenotipo tipo 
> selvagem 


Sequencia alterada. 

Urn aminoacido adicionado 


Sequencia original 
de aminoacidos 


(b) Recombinante contendo tres adicoes de urn par de bases tern a matriz de leitura tipo selvagem. 

Fig* 12.20 ■ Evidencia inicial de que o codigo genetico e um codigo de trincas. Veja o texto para detalhes. 


dois tipos de experimentos, ambos feitos com sistemas livres 
de celulas. O primeiro tipo de experimento envolveu a tradu- 
gao de moleculas artificiais de mRNA in vitro e a determina- 
gao de quais dos 20 aminoacidos foram incorporados as pro- 
temas. No segundo tipo de experimento, os ribossomos foram 
ativados com mini-mRNA com apenas tres nucleotfdeos de 
tamanho. Entao, os pesquisadores determinaram quais ami- 
noacil-tRNA foram estimulados a se ligar a ribossomos ati¬ 
vados com cada uma das mensagens de trinucleotideos. 

A decada de 1960, a era do decifrar do codigo genetico, 
foi uma das epocas mais empolgantes na historia da biologia. 
Decifrar o codigo genetico foi uma tarefa dificil e traba- 
lhosa, e os progressos vieram em uma serie de conquistas. 
Nos discutimos estes desenvolvimentos importantes em Um 
Marco na Genetica: Decifrando o Codigo Genetico. Com- 
binando os resultados dos experimentos de tradugao in vino 
feitos com mRNA sinteticos e analises de ligagao de trinu- 
cleotfdeos, Marshall Nirenberg, Severo Ochoa, H. Ghobind 
Khorana, Pliilip Leder e seus colaboradores esclareceram o 
significado de todos os 64 codons de trincas (Quadro 12.1). 
Nirenberg e Khorana compartilharam o Premio Nobel de 


1968 de Fisiologia ou Medicina por seu trabalho no codigo 
com Robert Holley, que determinou a sequencia completa 
de nucleotfdeos do tRNA de alanina de levedura. Ochoa ja 
tinha recebido o Premio Nobel de 1959 por sua descoberta 
da RNA-polimerase. 

Codons de Irn'cio e Termino 

O codigo genetico tambem fomece uma pontuagao da infor- 
magao genetica em nfvel de tradugao. Tanto em procariontes 
quanto em eucariontes, o codon AUG e usado para iniciar as 
cadeias polipeptfdicas (Quadro 12.1). Em casos raros, GUG 
e usado como um codon de infeio. Em ambos os casos, o 
codon de iniciagao e reconhecido por um tRNA iniciador, o 
tRNAf Mel em procariontes e tRNAi Met em eucariontes. Em 
procariontes, um codon AUG deve seguir uma sequencia 
apropriada de nucleotfdeos, a sequencia Shine-Delgarno, no 
segmento nao traduzido a 5’ da molecula de mRNA para 
servir como codon iniciador da tradugao. Em eucariontes, o 
codon deve ser o primeiro AUG encontrado pelo ribossomo 
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QUADRO 12.1 


O Cddigo Genetico 3 




a Cada sequencia de trinca de nucleotideos ou codon refere-se a sequencia de nu ^ leo ^ deos • 

(nao no DNA) que especifica a incorporacao do aminoacido indicado ou polipeptideo de termino de cadeia. 


1 = Codon de inicio de 

— cadeia polipeptidica 

1 = Codon de termino de 

— cadeia polipeptidica 


a medida que ele percorre a partir da ponta 5’ da molecula 
de mRNA. Em posigoes internas, AUG e reconhecido por 
tRNA Me \ e GUG e reconhecido por um tRNA de valina. 

Tres cddons, UAG, UAA e UGA, especificam termino de 
cadeia polipeptidica (Quadro 12.1). Devido a um even to histo- 
rico puramente frivolo, os codons UAG, UAA e UGA as vezes 
sao chamados finahzadores arnbar, ocre e opala, respectivamente 
(veja Enfoque Tecnico: O Codon “ Ambar ”). Estes codons sao 
reconhecidos por fatores de liberagao proteicos, e nao por 
tRNA. Os procariontes contem dois fatores de fiberagao, RF- 
1 e RF-2. RF-1 termina polipeptideos em resposta a codons 
UAA e UAG, enquanto RF-2 causa o termino nos codons 
UAA e UGA. Eucariontes contem um unico fator de libera¬ 
gao que reconhece todos os tres codons de termino. 

Um Codigo Redundante e Ordenado 

Todos os aminoacidos exceto metionina e triptofano sao es- 
pecificados por mais de um codon (Quadro 12.1). Dos tres 


aminoacidos leucina, serina e arginina, cada um e especifi- 
cado por seis codons diferentes. Isoleucina tem tres codons. 
Os outros aminoacidos tem, cada um, dois ou quatro codons. 
A ocorrencia de mais de um codon por aminoacido e cha- 
mada de redundancia. A redundancia no codigo genetico 
nao e aleatoria, mas sim altamente ordenada. Na maioria 
dos casos, os varios codons que especificam um determinado 
aminoacido diferem por apenas uma base, a terceira base, ou 
3’, do codon. A redundancia e primariamente de dois tipos. 
(1) Redundancia parcial ocorre quando a terceira base pode 
ser uma de duas pirimidinas (U ou C) ou, alternativamente, 
uma de duas purinas (A ou G). Com a redundancia parcial, 
a mudanca da terceira base de uma purina para uma pirimi- 
dina, ou vice-versa, mudara o aminoacido especificado pelo 
codon. (2) No caso de redundancia completa, qualquer uma 
das quatro bases pode estar presente na terceira posigao no 
codon, e o codon ainda especificara o mesmo aminoacido. 
Por exemplo, valina e codificada por GUU, GUC, GUA e 
GUG (Quadro 12.1). 
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[NFOQUE JtCNICO: 0 Codon W 


Como discutido no texto, mutagoes que produzem codons UAG 
in-frame*, que especificam termino da cadeia polipeptidica, den- 
tro das regioes codificantes dos mRNA sao chamadas de muta- 
goes ambar. Elas geram produtos genicos truncados - polipepti- 
deos sem seus terminos carboxila normais. Os mutantes ambar, 
bacterias ou bacteriofagos que tem mutagoes ambar, demonstra- 
ram-se extremamente valiosos na analise da estrutura e fungao 
genica. Mas por que sao chamados mutantes ambar? Todos tem 
a cor ambar? 

A maioria dos termos cientificos sao descritivos do compo- 
nente, do processo ou do evento que representam. Entretanto, 
as vezes urn termo frivolo e introduzido e torna-se estabelecido 
na ciencia. O uso do termo ambar para se referir ao codon de 
termino UAG e um exemplo. 

Em 1960, Harris Bernstein era um estudante que trabalhava 
com o fungo N. crassa no laboratorio de Herschel Mitchell no 
California Institute of Technology em Pasadena. Em uma tarde, 
apos trabalhar o dia inteiro no laboratorio, Harris andava no 
corredor para o “laboratorio de fagos” como era chamado o 
laboratorio de pesquisa de Delbruck, pensando em convidar 
seus amigos Charley Steinberg e Dick Epstein para irem ao ci¬ 
nema. Sem que Harris soubesse, Charley e Dick tinham acabado 
de comegar um experimento grande e trabalhoso. Eles estavam 
tentando isolar mutantes do bacteriofago T4 que pudessem 


*N.T.: In-frame e a manutengao de uma matriz de leitura de uma regiao codifi- 
cante apos uma mutagao, ou ligagao de duas moleculas de DNA. 


crescer na linhagem C de E. coli mas nao crescer na linhagem B 
de E. coli. 

A triagem de tais mutantes envolve transferences repetidas 
do fago de uma placa para duas outras placas contendo linha- 
gens hospedeiras diferentes. Cada fago mutante potencial deve 
ser individualmente transferido. Na epoca, as transferences eram 
feitas com agulhas inoculantes flambadas entre as transferences, 
um processo extremamente trabalhoso. Assim, Steinberg e Eps¬ 
tein disseram a Bernstein para esquecer o filme e ficar para ajuda- 
los em seu experimento. Harris concordou em ficar e ajudar na 
caga ao mutante, mas so se Steinberg e Epstein concordassem em 
dar ao mutante o nome de sua mae, Hannah Bernstein, se o expe¬ 
rimento tivesse sucesso. 

Quando Bernstein chegou ao laboratorio na manha seguinte, 
os mutantes desejados haviam sido identificados. Alem disso, eles 
ja haviam sido denominados mutantes ambar , que e a tradugao 
para o ingles da palavra alema Bernstein. Entretanto, ha uma dis¬ 
cordance em um ponto. Dick Epstein, que criou o nome mutagoes 
ambar, disse que o nome foi dado em homenagem a Harris Berns¬ 
tein, e nao a mae de Harris. 

Quando se demonstrou que tais mutagoes resultam em co¬ 
dons UAG de termino de cadeia dentro das regioes codificantes 
dos mRNA, o termo ambar foi extrapolado para o codon de ter¬ 
mino tambem. Posteriormente, os codons de termino UAA e UGA 
foram denominados ocre e opala de modo a existirem termos 
analogos para todos os tres codons de termino. Assim, embora o 
termo ambar tivesse sido introduzido de maneira frivola, hoje ele 
e um componente estabelecido do vocabulario dos geneticistas. 


Cientistas especularam que a ordem no codigo genetico 
tinha evoluido como um modo de minimizar a letalidade 
mutacional. Muitas substituigoes de bases na terceira posi- 
gao dos codons nao trocam o aminoacido especificado pelo 
codon. Alem disso, aminoacidos com propriedades qufmicas 
similares (tais como leucina, isoleucina e valina) tem codons 
que diferem uns dos outros por apenas uma base. Assim, 
muitas substituigoes de um so par de bases resultarao na 
substituigao de um aminoacido por outro com proprieda¬ 
des quimicas muito similares (por exemplo, valina por iso¬ 
leucina). Na maioria dos casos, substituigoes conservadoras 
deste tipo geram produtos genicos ativos, que minimizam os 
efeitos das mutagoes. 

Um Codigo Quase Universal 

Grandes quantidades de informagoes hoje estao dispomveis 
a partir de estudos in vitro , de substituigoes de aminoacidos 
devidas a mutagoes e de acidos nucleicos correlatos ou se- 
qiienciamento de polipeptideos, que permitem uma compa- 


ragao do significado dos 64 codons em especies diferentes. 
Todos estes dados indicam que o codigo genetico e quase 
universal, isto e, os codons tem o mesmo significado, com 
pequenas excegoes, em todas as especies. 

As excegoes mais importantes a universalidade do codon 
ocorrem em mitocondrias de mamiferos, leveduras e varias 
outras especies. As mitocondrias tem seus proprios cromosso- 
mos e maquinaria de sfntese de protemas (Cap. 19). Embora 
os sistemas mitocondrial e citoplasmatico sejam similares, 
existem algumas diferengas. Nas mitocondrias de humanos 
e outros mamiferos, (1) UGA especifica triptofano em vez 
de termino de cadeia, (2) AUA e um codon de metionina, e 
nao um codon de isoleucina, e (3) AGA e AGG sao codons de 
termino de cadeia, e nao codons de arginina. Os outros 60 co¬ 
dons tem o mesmo significado em mitocondrias de mamiferos 
que nos mRNA nucleares (Quadro 12.1). Existem tambem 
diferengas raras no significado de codons nas mitocondrias 
de outras especies e em transcritos nucleares de alguns pro- 
tozoarios. Entretanto, como tais excegoes sao raras, o codigo 
genetico deve ser considerado como quase universal. 
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warn PONTOSIMPORTANTES 

■ Cada um dos 20 aminoacidos em protemas e especificado por 
uma ou mais trincas de nucleotideos no mRNA. 

■ Das 64 trincas possiveis, considerando-se as quatro bases no 
mRNA, 61 especificam aminoacidos e 3 indicam termino de 
cadeia. 

■ O codigo e sem superposigao, com cada nucleotideo sendo 
parte de um unico codon, e redundante, com a maioria dos 
aminoacidos sendo especificados por dois ou quatro codons, 
e ordenado, com aminoacidos similares especificados por co¬ 
dons correlates. 

■ O codigo genetico e quase universal; com pequenas excegoes, as 
64 trincas tern o mesmo significado em todos os organismos. 


INTERACOES CODON-tRNA 

Os codons nas moleculas de mRNA sao reconhecidos 

por aminoacil-tRNA durante a tradugao. 

A tiradugao de uma seqiiencia de nucleotideos no 
mM4 na seqiiencia correta de aminoacidos no produto 
polipeptidico requer o reconhecimento preciso de codons 
pelos aminoacil-tRNA. Devido a redundancia do codigo 
genetico, ou varios tRNA diferentes devem reconhecer co¬ 
dons diferentes que especificam um determinado amino- 
acido ou o anticodon de um determinado tRNA deve ser 
capaz de fazer pares de bases com varios codons diferen¬ 
tes. De fato, ocorrem ambos os fenomenos. Existem varios 
tRNA para alguns aminoacidos, e alguns tRNA reconhe- 
cem mais de um codon. 

Reconhecimento dos Codons por tRNA: 

A Hipotese da Oscilagao 

As pontes de hidrogenio entre as bases nos anticodons dos 
tRNA e os codons dos mRNA seguem estritamente as re- 
gras de pareamento de bases apenas para as primeiras duas 
bases do codon. O pareamento de bases que envolve a ter- 
ceira base do codon e menos restritivo, permitindo o que 
Crick chamou oscilagao ( wobble) neste ponto. Com base em 
distancias moleculares e consideragoes estericas (estrutura 
tridimensional), Crick propos que a oscilagao permitiria va¬ 
rios tipos de pareamento de bases, mas nao todos os tipos, 
na terceira base do codon - interacao codon-anticodon. Sua 
proposta foi amplamente apoiada por dados experimentais. 
O Quadro 12.2 mostra o pareamento de bases previsto pela 
hipotese da oscilagao de Crick. 

A hipotese da oscilagao preve a existencia de pelo menos 
dois tRNA para cada aminoacido com codons que apresen- 
tam redundancia completa, e isto foi confirmado. A hipotese 
da oscilagao tambem preve a ocorrencia de tres tRNA para 
os seis codons de serina. Tres tRNA de serina foram carac- 


QUADRO 12.2 


Pareamento de Bases Entre a Base S’ dos Anticodons dos tRNA 
e a Base 3’ dos Codons dos mRNA de Acordo com a Hipotese 
da Oscilagao 


Base no Anticodon Base no Codon 


G U ou C 

C G 

A U 

U A ou G 

I A, U ou C 


terizados: (1) tRNA Serl (anticodon AGG) liga-se a codons 
UCU e UCC, (2) tRNA Ser2 (anticodon AGU) liga-se a co¬ 
dons UCA e UCG e (3) tRNA Ser3 (anticodon UCG) liga-se 
a codons AGU e AGC. Estas especificidades foram verifica- 
das pela ligagao estimulada por trinucleotideos de aminoa¬ 
cil-tRNA purificados a ribossomos in vim. 

Finalmente, varios tRNA content a base inosina, que e 
feita a partir da purina hipoxantina. Inosina e produzida por 
modificagao pos-transcricional de adenosina. A hipotese de 
Crick da oscilagao preve que, quando a inosina esta presente 
na ponta 5’ de um anticodon (a posigao de oscilagao), ela iria 
parear com uracil, citosina ou adenina no codon. De fato, 
alanil-tRNA purificado contendo inosina (I) na posigao 5’ 
do anticodon (veja Fig. 12.11) liga-se a ribossomos ativados 
com trinucleotideos GCU, GCC ou GCA (Fig. 12.21). O 
mesmo resultado foi obtido com outros tRNA purificados 
com inosina na posigao 5’ do anticodon. Assim, a hipotese 
de Crick da oscilagao explica perfeitamente as relagoes entre 
tRNA e codons considerando-se a redundancia, mas ordena- 
gao, do codigo genetico. 

codons do mRNA 


5' i i r - 3‘ 5 ‘ i rr 3 ' 5 ' in " 

GCU GCC GCA 


CGI CGI CGI 



Fig. 12.21 ■ Pareamento de bases entre o anticodon de alanil- 
tRNA Alal e os codons GCU, GCC e GCA do mRNA de acordo com a 
hipotese de Crick da oscilagao. Analises de ligagao de ribossomos 
ativados por trinucleotideos mostraram que o alanil-tRNA Alal de 
fato faz pareamento de bases com todos os tres codons. 
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Mutates Supressoras que Produiem tRNA com 
Reconhecimento Alterado de Codons 

Mesmo excluindo as mitocondrias, o codigo genetico nao e 
absolutamente universal. Pequenas variagoes no reconhe¬ 
cimento e na traducao de codon estao bem documentadas. 
Em E. coli e leveduras, por exemplo, algumas mutagoes nos 
genes de tRNA alteram os anticodons e portanto os co¬ 
dons reconhecidos pelos tRNA mutantcs. Tais mutagoes 
foram inicialmente detectadas como mutagoes supressoras, 
substituigoes de nucleotideos que suprimem os efeitos de 
outras mutagoes. Foi subseqiientemente mostrado que as 
mutagoes supressoras ocorrem em genes de tRNA. Mui- 


tas dessas mutagoes supressoras mudaram os anticodons de 
tRNA alterados. 

Os exemplos mais conhecidos de mutagoes supressoras que 
alteram a especificidade do tRNA sao as que suprimem o fi- 
nalizador de cadeia UAG dentro das seqiiencias codificantes 
de genes. Tais mutagoes, chamadas ambar (veja Enfoque Tec- 
nico- O Codon “Ambar”), resultam na sintese de polipepudeos 
truncados. Mutagoes que produzem trincas de termino de ca¬ 
deia dentro dos genes ficaram conhecidas como mutagoes 
sem sentido, em contraste com as mutagoes de sentido tro- 
cado, que mudam uma trinca de modo que ela especifique urn 
aminoacido diferente. Urn gene que contem uma mutagao de 
senddo trocado codifica um polipeptideo completo, mas com 


Mutacao 

(H) 




Fig. 12.22 ■ (a) A formagao de uma 
mutagao ambar (UAG) de termino 
de cadeia. {£>) Seu efeito no produto 
genico polipcptfdico na aussncia 
de um tRNA supressor e (c) na 
present de um tRNA supressor. A 
mutagao ambar mostra mudangas de 
um codon de glutamina CAG (Gin) 
para um codon UAG de termino de 
cadeia. O polipeptideo contendo 
a tirosina inserida pelo tRNA 
supressor pode ou nao ser funcional. 
Entretanto, supressao do fenotipo 
mutante ira ocorrer apenas quando 
o polipeptideo e funcional. 
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uma substituigao de aminoacidos no produto genico polipep- 
tadico. Uma mutagao sem sentido resulta em urn polipeptfdeo 
truncado, com o tamanho da cadeia dependendo da posigao 
da mutagao dentxo do gene. Mutagoes sem sentido freqiien- 
temente resultam de substituigoes de um unico par de bases, 
como ilustrado na Fig. 12.22 a. Os fragmentos polipeptidicos 
produzidos de genes contendo mutagoes sem sentido (Fig. 
12.22 b) em geral sao totalmente nao-funcionais. 

Foi demonstrado que supressao de mutacoes sem sentido 
resulta de mutacoes em genes de tRNA que fazem com que 
tRNA mutantes reconhegam os codons de termino (UAG, 
UAA ou UGA), embora com eficiencias variaveis. Esses 
tRNA mutantes sao chamados tRNA supressores. Quando o 
tRNA supressor ambar (UAG) produzido pela mutagao ambar 
m3 em E. coli foi seqiienciado, viu-se que ele tem um antico¬ 
don alterado. Essa mutacao particular no supressor ambar ocorve 
no gene de tRNA lir2 (um dos dois genes de tRNA de tirosina 
em E. colt). Foi demonstrado que o anticodon do tipo sel- 
vagem tRNA nr2 (nao supressor) e 5’-G’UA-3’ (em que G’ e 
um derivado de guanina). O anticodon do tRNA Tir ' mutante 
(supressor) e 5’-CUA-3’. Devido a substituigao de uma unica 
base, o anticodon do supressor tRNA Tir2 fez pares de bases com 
o codon ambar 5’-UAG-3’ (lembre que o pareamento de bases 
sempre envolve filamentos de polaridade inversa); isto e, 

mRNA: 5’-UAG-3’ (codon) 
tRNA: 3’-AUC-5’ (anticodon) 

Portanto, os tRNA supressores permitem que sejam produ¬ 
zidos polipeptideos completos a partir de mRNA contendo 
codons de termino dentro dos genes (Fig. 12.22c). Tais po¬ 
lipeptideos serao funcionais se o aminoacido inserido pelo 
tRNA supressor nao alterar significativamente as proprieda- 
des quimicas da proteina. 

mrn PONTOS IMPORTANTES 

■ A hipotese da oscilaqao explica como um unico tRNA pode 
responder a dois ou mais codons. 

■ Algumas mutacoes supressoras alteram os anticodons de tRNA 
de modo que tRNA mutantes reconhecem os codons de ter¬ 
mino de cadeia e inserem aminoacidos em resposta a sua pre- 
senqa nas moleculas de mRNA. 


CONFIRMA^AO IN VIVO DA NATUREZA 
DO CODIGO GENETICO 

Comparagoes entre as sequences de nucleotideos de 
genes e as sequences de aminoacidos de seus produtos 
polipeptidicos mostraram que as atribuigoes de codons 
deduzidas de estudos in vitro sao usadas durante a 
smtese de protefnas em celulas vivas. 

As atribuigoes dos codons mostradas no Quadro 
12.1 foram inicialmente baseadas nos resultados de tra- 


dugao in vitro e estudos de ligagao de aminoacil-tRNA 
estimulada por trinucleotfdeos. A fonte dessas atribui¬ 
goes levantou uma questao obvia. As atribuigoes baseadas 
em experimentos in vitro sao validas in vivo ? Os projetos 
recentes de seqiienciamento do genoma demonstraram 
que tais atribuigoes de codons sao corretas para a sfntese 
de protefnas in vivo para muitas especies ou mesmo para 
todas. Quando as substituigoes de aminoacidos que re¬ 
sultam de mutagoes induzidas por mutagenos qufmicos 
com efeitos especfficos (Cap. 13) foram determinadas por 
sequenciamento de aminoacidos, as substituigoes eram 
quase sempre consistentes com as atribuigoes de codons 
fornecidas no Quadro 12.1 e o efeito conhecido do mu- 
tageno. 

Mais convincentemente, quando as seqiiencias de nu- 
cleotfdeos dos genes ou mRNA foram determinadas e 
comparadas com as seqiiencias de aminoacidos de poli¬ 
peptideos codificados por estes genes ou mRNA, as cor- 
relagoes observadas foram as previstas pelas atribuigoes 
de codons mostradas no Quadro 12.1. Esta correlagao 
foi primeiro demonstrada para o bacteriofago MS2 por 
Walter Fiers e colegas em 1972. Fiers e colaboradores 
determinaram a seqiiencia de aminoacidos da capa de pro- 
tefnas do fago MS2 e a seqiiencia de nucleotfdeos do gene 
MS2 que codifica a capa de protefnas (veja Fig. 14.9). O 
fago MS2 estoca sua informagao genetica em RNA unifi- 
lamentar; seu cromossomo e equivalente a uma molecula 
de mRNA em organismos com genomas de DNA. Fiers e 
colaboradores entao compararam a seqiiencia de nucleo¬ 
tfdeos do gene para a capa de proteina com a seqiiencia de 
aminoacidos da capa de polipeptfdeo. A seqiiencia de ami¬ 
noacidos da capa de proteina era exatamente a seqiiencia 
prevista pela seqiiencia de nucleotfdeos do gene para a 
capa de proteina e as atribuigoes de codons mostradas no 
Quadro 12.1. 

Nas ultimas duas decadas, comparagoes similares das 
seqiiencias de nucleotfdeos de genes e das seqiiencias de 
aminoacidos de seus produtos polipeptidicos estabele- 
ceram claramente que a atribuigao de codons mostrada 
no Quadro 12.1 e valida in vivo. Quando a seqiiencia de 
nucleotfdeos do gene da (3-globina humana normal foi 
determinada, a seqiiencia prevista tinha 146 aminoacidos 
no polipeptfdeo de p-globina humana, incluindo o acido 
glutamico na sexta posigao. Quando foi determinada a 
seqiiencia do alelo da anemia falciforme, ela previa a 
presenga de valina na sexta posigao. De fato, os cientis- 
tas hoje compreendem a base molecular dos sintomas 
da anemia falciforme descritos por Herrick e Irons em 
1910. 

mm PONTOS IMPORTANTES 

■ As comparagoes das sequencias de nucleotideos dos genes 
com as sequencias de aminoacidos de seus produtos polipep¬ 
tidicos verificaram as atribuigoes de codons deduzidas de es¬ 
tudos in vitro. 
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UM pCO NA (jENETICA: Decifrando o Codigo Genetico 


Quando os cientistas comeqaram a decifrar o codigo genetico em 
1960, eles sabiam que as quatro letras do alfabeto genetico, os 
quatro nucleotideos no RNA, de algum modo tinham que espe- 
cificar os 20 aminoacidos nos produtos polipeptidicos dos genes 
mais a iniciaqao e o termino das cadeias polipeptidicas. Um co¬ 
digo duplo, dois nucleotideos por aminoacido, nao daria informa- 
roes suficientes (4 2 = 16 codons). Entretanto, um codigo de trincas 
parecia fornecer informaqoes demais (4 3 = 64 codons). Entao, em 
1961, Francis Crick e colaboradores deram fortes evidencias de 
um codigo de trincas (veja Fig. 12.20). Mas que codons de trincas 

especificavam quais aminoacidos? 

A primeira conquista surgiu em 1961 quando Marshall Niren- 
berg (ganhador do Premio Nobel de 1968) e j. Heinrich Matthaei 
demonstraram que moleculas sinteticas de RNA poderiam ser 
usadas como mRNA artificiais para a sintese direta de proteinas in 
vitro} Quando ribossomos, aminoacil-tRNA e fatores soluveis ne- 
cessarios para a traduqao sao purificados livres de mRNA naturals, 
estes componentes podem ser combinados in vitro e estimulados 
a sintetizar polipeptideos pela adiqao de moleculas de RNA sinte- 
tizadas quimicamente. Se tais moleculas sinteticas de mRNA sao 
de conteudo nucleotidico conhecido, a composite de aminoa¬ 
cidos dos polipeptideos resultantes pode ser usada para deduzir 
quais codons especificam quais aminoacidos. 

A primeira atribuiqao de codons (UUU para fenilalanina) foi 
feita quando Nirenberg e Matthaei demonstraram que o acido 
poliuridilico [poli(U) = (U) n ] dirige a sintese de polifenilalanma 
[(fenilalanina)J. Eles usaram fenilalanina marcada radioativa- 
mente ( 14 C-fenilalanina) como um substrato em um sistema de 
traduqao in vitro com poli(U), poli(C) e poli(A) como RNA men- 
sageiros artificiais. A 14 C-fenilalanina foi incorporada em polife- 
nilalanina apenas quando poli(U) foi usado como o mRNA (Qua- 
dro 1). Quando cada um dos 17 outros aminoacidos marcados foi 
usado no sistema de traduqao estimulado por poli(U), nenhuma 
radioatividade foi incorporada a polipeptideos. Devido a natu- 
reza tripla do codigo genetico, Nirenberg e Matthaei concluiram 
que UUU deve ser um codon para fenilalanina. Logo depois, foi 
demonstrado que poli(A) e poli(C) codificam polilisina e polipro- 
lina, respectivamente, permitindo que Nirenberg e colaboradores 
atribuissem o codon AAA a lisina e CCC a prolina. Poli(G) nao fun 
ciona como um mRNA nos sistemas de traduqao in vitro porque o 
pareamento de pares de bases entre guaninas resulta em estrutu- 
ras trifilamentares complexas. 

Pesquisadores nos laboratories de Nirenberg e Severo Ochoa 
(ganhador do Premio Nobel de 1959) ampliaram o uso de mRNA 
artificiais para co-polimeros sinteticos com sequences aleatorias. 
Por exemplo, Nirenberg e colaboradores sintetizaram um co-po 


QUADRO 1 

Incorporate de ,4 C-Fenilalanina a Polifenilalanina em um 
Sistema de Traduqao In Vitro Ativado com Homopolimeros de 
RNA Sintetico* 

Radioatividade Incorporada 

mRNA Sintetico (contagens por minuto) 


Nenhum 

Poli(U) 

Poli(A) 

Poli(C) 

Poli(l) b 


'Nirenberg, M. W„ e J. H. Matthaei. 1961. The dependence of cell-free protein 
synthesis in E. coli upon naturally occurring or synthetic polyribonucleotides. 
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 47:1588-1602. 


-Dados de Nirenberg e Matthaei, 1961. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 47:1588-1602. 

b Poli (I) e acido poliinosinico, que contem a purina hipoxantina. A hipoxan- 
tina e como a guanina, pois faz par de base com citosina. 

limero aleatorio contendo quantidades aproximadamente iguais 
de adenina e citosina e o usaram como um mRNA artificial em 
seu sistema de traduqao in vitro 2 Um co-polimero aleatorio AC 
com quantidades iguais de A e C ira conter 12,5% ('/z X ’/z xVi- 
Vs) de cada um dos oito possiveis codons: AAA, AAC, ACA, CA , 
CCA, CAC, ACC e CCC. Nirenberg e colaboradores observaram que 
poli(AC) dirigia a incorporate de seis aminoacidos - asparagina, 
glutamina, histidina, lisina, prolina e treonina - em polipeptideos. 
Como eles ja sabiam que AAA e CCC eram codons de lisina e pro¬ 
lina, seus resultados indicaram que os codons compostos de dois 
A mais um C e dois C mais um A especificam asparagina, gluta¬ 
mina, histidina e treonina. Quantidades aproximadamente iguais 
de asparagina, glutamina, histidina e lisina eram incorporadas, mas 
treonina e prolina eram incorporadas em cerca do dobro da quan- 
tidade de cada um dos outros quatro aminoacidos. Este resultado 
indicou que co-polimeros aleatorios AC podem conter o dobro 
de codons de treonina e prolina que os codons de asparagina. De 
fato, existem dois codons de treonina (ACC e ACA) e dois codons 
de prolina (CCC e CCA) em co-polimeros aleatorios AC, mas ape¬ 
nas um codon para cada um dos outros quatro aminoacidos - por 

exemplo, asparagina (AAC). 

Variando a composite de nucleotideos de co-polimeros ale¬ 
atorios, Ochoa e colaboradores alteraram as frequences relat.vas 
dos oito codons e procuraram correlates com as frequencias 
de aminoacidos nos polipeptideos sintetizados em resposta aos 
co-polimeros. 3 Por exemplo, eles sintetizaram co-pol.meros ale¬ 
atorios contendo A e C nas proposes 5:1 e 1:5. Quando esses 
co-polimeros foram usados como mRNA in vitro, os mesmos seis 

Nirenberg M. W, O. W. Jones, P. Leder. B. F. C. Clark, W. S. Sly e S. Pestka. 1963. 
On the coding of genetic information. Cold Spring Harbor Symp. Quant. B,ol. 
28: 549-557. 

Soever j F P Lengyel, C. Basilio e S. Ochoa. 1962. Synthetic polynucleotides 
SS'iLJL*. IV. 1,0, Not/. W Sci. U S A 4* 441-448. 
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Trinucleotldeo de mini-mRNA 

5 ’^IT 3 ' 


14 C-Fen 

Fenilalanil-tRNA Fen 
marcado com 14 C 



Complexo trinucleotideo/fenilalanil-tRNA Fen /ribossomo 

Fig. 1 ■ Estimulaqao da ligaqao de aminoacil-tRNA a ribossomos 
por trinucleotideos sinteticos mini-mRNA. Os resultados destas 
analises de ligaqao de ribossomos ativados por trinucleotideos 
ajudaram os cientistas a decifrar o codigo genetico. 

aminoacidos foram incorporados como nos experimentos de Ni- 
renberg com 1A:1C de co-polimeros aleatorios, mas suas frequen- 
cias relativas nos produtos polipeptidicos foram muito diferentes. 
Com urn co-polimero 1A:5C, prolina e lisina representam 60,8% e 
1,2%, respectivamente, dos aminoacidos incorporados, em con¬ 
cordance com a demonstraqao anterior de que CCC e AAA eram 
codons de prolina e lisina. Os valores foram revertidos quando 
foi usado o co-polimero 5A:1C; 51% e 3,8% dos aminoacidos incor¬ 
porados eram lisina e prolina, respectivamente. Os resultados de 
Ochoa indicaram que os codons de glutamina e asparagina conti- 
nham 2A e 1C, enquanto o codon de histidina continha 1A e 2C, e 
assim em diante. 

Uma grande conquista ocorreu quando H. Ghobind Khorana 
(ganhador do Premio Nobel de 1968) e colaboradores desenvol- 
veram urn procedimento pelo qual co-polimeros com sequences 
conhecidas repetidas de di-, tri- e tetranucleotideos podiam ser 




sintetizados 4 Como as sequences de codons nesses co-polimeros 
repetidos eram fixas, seu uso como mRNA sinteticos deu resultados 
mais facilmente interpretados que os obtidos com co-polimeros 
aleatorios. Por exemplo, uma molecula de RNA com uma sequencia 
de dinucleotideo UG repetida dirigia a sintese de polipeptideos 
contendo cisteinas e valinas alternadas, como mostrado a seguir. 

5'-UGU GUG UGU GUG UGU GUG-3' 


H 2 N—Cis—W—Cis—Val—Cis—Val—COOH 


Como as trincas UGU e GUG se alternam no poli(UG) n . estes dois 
codons devem especificar cisteina e vaiina. mas o resultado nao 
nos diz qual codon especifica qual aminoacido. Em contraste, urn 
polimero de trinucleotideos repetidos UUG dirige a sintese de 
uma mistura de polileucina, policisteina e polivalina 


mRNA sintetico 


Matriz de 
leitura 1 


5'-UUG UUG UUG UUG UUG UUG UUG 



Matriz de 
leitura 2 



Matriz de 
leitura 3 



Produtos polipeptidicos 


Polileucina Leu—Leu—Leu—Leu—Lt —Ueu—Leu 

Policisteina Cis—Cis—Cis—Cis—Cis—Cis—Cis 

Polivalina Val—Val— \ ai—Ya 1—Val—Val—Val 


Como o inicio da traduqao ocorre aleato r amente nestes sistemas 
aleatorios in vitro, alguns ribossomos irac traduzir tais polimeros 
como UUG, UUG, UUG, e assim em diante. enquanto outros irao 
traduzi-los como UGU, UGU, UGU,..., e ainda outros como GUU, 
GUU, GUU... Assim, estes tres codons devem especificar leucina, 
cisteina e vaiina. Como o produto poli{UG) n era um co-polimero 
cisteina-valina, um dos codons adicionais em poli(UUG) n , seja UUG 
ou GUU, deve ser um codon de leucina. Analisando os aminoacidos 
incorporados em resposta a diferentes co-polimeros repetidos de 
di-, tri- e tetranucleotideos, Khorana e colaboradores foram capa- 
zes de atribuir muitos destes codons a aminoacidos especificos. Por 
exemplo, UGU especifica cisteina, UUG leucina e GUU vaiina. 

Informaqoes adicionais sobre a natureza do codigo genetico 
foram obtidas analisando-se a ligaqao de aminoacil-tRNA a ri¬ 
bossomos ativados com pequenos oligomeros de RNA. Quando 
um sistema de traduqao in vitro e ativado com poli(U), apenas um 
aminoacil-tRNA, fenilalanil-tRNA Fen , liga-se ao ribossomo. Esta 

4 Khorana, H. G., H. Buchi, H. Ghosh, N. Gupta, T. M. Jacob, H. Kdssel, R. Morgan, 
S. A. Narang, E. Ohtsuka e R. D. Wells. 1966. Polynucleotide synthesis and the 
genetic code. Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 31: 39-49. 
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UM I^ARCO NA QENETICA (continual) 


especificidade existe porque o codon do mRNA e parte do sftio 
de ligagao, e a ligagao envolve o pareamento de bases entre o 
codon e o anticodon do tRNA. Em 1964, Nirenberg e Philip Leder 
desenvolveram uma analise para a ligacao de aminoacil-tRNA a 
ribossomos ativados com trinucleotideos, mini-mRNA com apenas 
tres nucleotideos de tamanho. 5 Nirenberg e Leder sintetizaram tri¬ 
nucleotideos de sequencia conhecida e testaram sua capacidade 
de estimular a ligacao de aminoacil-tRNA especificos a ribosso¬ 
mos. Eles analisaram a capacidade de cada trinucleotideo de servir 
como um mini-mRNA usando aminoacidos marcados para detec- 
tar a formagao de complexos trinucleotideo-aminoacil-tRNA-ri- 
bossomo (Fig. 1). Por exemplo, os trinucleotideos S'-UUUT’ e 5'- 
UUC-3’ estimulavam a ligacao de fenilalanil-tRNA Fen a ribossomos, 
indicando que UUU e UUC sao ambos codons de fenilalanina. 

Combinando os resultados de analises de ligacao de trinucle¬ 
otideos e experimentos de tradugao in vitro feitos com mRNA 

5 Nirenberg, M., e P. Leder. 1964. RNA codewords and protein synthesis: The 
effect of trinucleotides upon the binding of sRNA to ribosomes. Science 145: 
1399-1407. 


sinteticos, Nirenberg, Ochoa, Khorana, Leder e outros foram ca- 
pazes de decifrar o significado dos 64 codons (veja Quadro 12.1). 
Estas atribuigoes de codons hoje estao firmemente estabele- 
cidas, apoiadas por dados definitivos de estudos tanto in vitro 
quanto in vivo. 

QUESTOES PARA DISCUSSOES 

1. O codigo genetico e amplamente o mesmo, isto e, cada co¬ 
don triplo tern o mesmo significado em todos os organismos 
- virus, bacterias, fungos, plantas e animais. Esta quase uni- 
versalidade do codigo tern alguma implicagao na evolugao e 
na origem das especies? Caso sim, qual? Caso nao, esta quase 
universalidade do codigo pode ser explicada? 

2. Se existirem organismos vivos que estocam informagoes ge- 
neticas em acidos nucleicos e usam proteinas para catalise em 
outros planetas, voce acha que usariam um codigo genetico 
identico ao nosso? Por que ou por que nao? 



Exercicios Basicos 


I lust ram a analise genetica basica. 


\ 


1. O polipeptideo de |3-globina humana tem 146 aminoacidos de 
tamanho. Qual o tamanho da parte codificante do mRNA de 
(3-globina humana? 

Resposta: Cada aminoacido e especificado por um codon 
contendo tres nucleotideos. Portanto, os 146 aminoacidos na 
p-globina serao especificados por 438 (146 x 3) nucleotideos. 
Entretanto, um codon de fim deve estar presente no final da 
sequencia codificante, levando o tamanho para 438 + 3 = 441 
nucleotideos. No caso de p-globina e muitas outras proteinas, a 
metionina amino-terminal (especificada pelo codon de iniciagao 
AUG) e removida da P-globina durante a sintese. A adigao do 
codon de iniciagao aumenta a sequencia codificante do mRNA 
de p-globina para 444 nucleotideos (441 + 3). 

2. Se o segmento codificante de um mRNA com a sequencia 5’- 
AUGUUUCCCAAAGGG-3’ e traduzida, que sequencia de 
aminoacidos sera produzida? 

Resposta: (Terminal amino)-metionina-fenilalanina-prolina- 
lisina-glicina-(terminal carboxila). A sequencia de aminoacidos 
e deduzida usando-se o codigo genetico mostrado no Quadro 
12.1. AUG e o codon de iniciagao de metionina, seguido do co¬ 
don de fenilalanina UUU, do codon de prolina CCC, do codon 
de lisina AAA e do codon de giicina GGG. 

3. Se um segmento codificante do filamento molde de um gene 
(f^-NA) tem a seqiiencia 3 -TACAAAGGG TEi CCC-S*, que 


sequencia de aminoacidos sera produzida se ela for transcrita e 
traduzida? 

Resposta: A sequencia de mRNA produzida pela transcrigao 
deste segmento do gene sera 5’-AUGUUUCCCAAAGGG-3’. 
Note que este mRNA tem a mesma sequencia de nucleoti¬ 
deos que aquela discutida no Exercicio 2. Assim, ira produzir 
o mesmo peptideo quando traduzido: NH 2 -iVlet-Fen-Pro-Lis- 
Gli-COOH. 

4. Que sequencia de pares de nucleotideos em um gene de Droso¬ 
phila codificara a sequencia de aminoacidos metionina-tripto- 
fano (lendo do terminal amino para o terminal carboxila)? 
Resposta: Os codons para metionina e triptofano sao AUG 
e E T GG, respectivamente. Assim, a sequencia de nucleotideos 
no mRNA especificando a sequencia de dipeptideos metionina- 
triptofano deve ser 5’-AUGUGG-3\ O filamento molde de 
DNA deve ser complementar e ter polaridade inversa a sequen¬ 
cia de mRNA (3’-TACACC-5’) e o outro filamento de DNA 
deve ser complementar ao filamento molde. Portanto, a sequ¬ 
encia de pares de bases no gene deve ser: 

5’-ATGTGG-3’ 

3’-TACACC-5’ 

5. Um gene tipo selvagem contem a sequencia de pares de trinu¬ 
cleotideos: 
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5’-GAG-3’ 

3’-CTC-5’ 

Esta trinca especifica o aminoacido acido glutamico. Se o se- 
gundo par de bases neste segmento do gene fosse mudado de 
A:T para T:A, produzindo a seguinte seqiiencia de DNA: 

5’-GTG-3’ 

3’-CAC-5’ 

ela ainda codificaria o acido glutamico? 


Resposta: Nao; agora ela especificaria o aminoacido valina. O 
codon para o acido glutamico e 5’-GAG-3’, que nos diz que o 
filamento de baixo” do DNA e o filamento molde. A trans- 
cri?ao do gene tipo selvagem produz a seqiiencia de mRNA 
5’-GAG-3’, que e um codon de acido glutamico. A transcrigao 
do gene alterado produz a seqiiencia de mRNA 5’-GUG-3’, 
que e um codon de valina. De fato, esta e exatamente a mesma 
mudanga de par de nucleotideos que deu origem a hemoglo¬ 
bin 3 alterada no paciente de Herrick com anemia falciforme, 
discutida no comego deste capitulo. Veja a Fig. 1.9 para maio- 
res detalhes. 


Testar Seus Conhecimentos Integra conceitos e tecnicas diferentes. 


1. A massa media dos 20 aminoacidos comuns e de cerca de 137 
dal tons. Avalie o tamanho aproximado de uma molecula de 
mRNA que codifica um polipeptfdeo com uma massa de 65.760 
daltons. Suponha que o polipeptfdeo contem quantidades iguais 
de todos os 20 aminoacidos. 

Resposta: Baseado nesta suposigao, o polipeptfdeo conteria 
cerca de 480 aminoacidos (65.760 daltons/137 daltons por ami¬ 
noacido). Como cada codon contem tres nucleotideos, a regiao 
codificante do mRNA teria que ter 1.440 nucleotideos de tama¬ 
nho (480 aminoacidos x 3 nucleotideos por aminoacido). 

2. O antibiotico estreptomicina mata E. coli sensfveis inibindo a li- 
gagao de tRNAf Met ao sftio P do ribossomo e causando a leitura 
errada dos codons no mRNA. Em bacterias sensfveis, a estrepto- 
micina e ligada pela protefna S12 a subunidade 30S do ribossomo. 
A resistencia a estreptomicina pode resultar de uma mutagao no 
gene codificante da protefna S12 de modo que a protefna alte¬ 
rada nao se liga mais ao antibiotico. Em 1964, Luigi Gorini e 
Eva Kataja isolaram mutantes de E. coli que crescem em meio 
minimo suplementado com o aminoacido arginina ou com es¬ 
treptomicina. Isto e, na ausencia de estreptomicina, os mutantes 
comportam-se como bacterias tfpicas que precisam de arginina. 


■“ Questoes e Problemas 

12.1. De modo geral, descreva a organizagao molecular das pro- 
tefnas e distinga protefnas do DNA, quimicamente e fun- 
cionalmente. Por que a sfntese de protefnas e de interesse 
particular para geneticistas? 

12.2. Em que local da celula ocorre a sfntese de protefnas? 

12.3. Caracterize os ribossomos em geral quanto a tamanho, lo- 
calizagao, fungao e composigao macromolecular. 

12.4. (a) Onde, nas celulas de organismos superiores, se origi- 

nam os ribossomos? 

(b) Onde, nas celulas, os ribossomos sao mais ativos na sfn- 
tese de protefnas? 


Entretanto, na ausencia de arginina, elas eram mutantes letais 
condicionais dependentes de estreptomicina. Isto e, elas cresciam 
na presenga de estreptomicina mas nao na ausencia de estrepto¬ 
micina. Explique os resultados obtidos por Gorini e Kataja. 
Resposta: Os mutantes letais condicionais dependentes de es¬ 
treptomicina isolados por Gorini e Kataja continham mutagoes 
de sentido trocado em genes que codificavam enzimas biossin- 
teticas de arginina. Se arginina estdvesse presente no meio, estas 
enzimas nao eram essenciais. Entretanto, tais enzimas eram ne- 
cessarias para crescimento na ausencia de arginina (um dos 20 
aminoacidos necessarios para a sfntese de protefnas). 

A estreptomicina causa leitura errada dos codons de mRNA 
em bacterias. Essa leitura errada dos codons permitia que os 
codons que continham as mutagoes de sentido trocado fossem 
traduzidos ambiguamente - com a incorporagao de aminoaci¬ 
dos errados — quando o antibiotico estava presente. Quando a 
estreptomicina estava presente na bacteria mutante, um amino¬ 
acido ocasionalmente seria inserido (no sftio da mutagao), o que 
resultou em uma enzima ativa que, por sua vez, permitiu que as 
celulas crescessem, embora lentamente. Na ausencia de estrep¬ 
tomicina, nao ocorria erro de leitura, e todos os polipeptfdeos 
mutantes eram inativos. 


compreensao e desenvolvem as habilidades anahticas. 

12.5. Identifique tres dpos diferentes de RNA que estao envolvi- 
dos na tradugao e cite as caracteristicas e Lingoes de cada. 

12.6. (a) Como o RNA mensageiro esta relacionado a formagao 

de polissomo? 

(b) Como o rRNA difere do mRNA e do tRNA em especi- 
ficidade? 

(c) Como a molecula de tRNA difere da de DNA e de 
mRNA em tamanho e arranjo helicoidal? 

12.7. Esquematize o processo de formagao do aminoacil-tRNA. 

12.8. Que tipos de evidences experimentais foram usados para 
decifrar o codigo genetico? 
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12.9. Em que sentido e em que amplitude o codigo genetico e (a) 
redundante, (b) ordenado e (c) universal? 

12.10. O analogo de timina 5-bromouracil e um mutageno qui- 
mico que induz substituigoes de um so par de bases no 
DNA chamadas transigoes (substituigoes de uma purina 
por outra purina ou uma pirimidina por outra pirimidina). 
Usando a conhecida natureza do codigo genetico (Qua- 
dro 12.1), quais das seguintes substituigoes de aminoacidos 
voce esperaria que fossem induzidas por 5-bromouracil 
com a maior freqiiencia: 

(a) Met -> Val; 

(b) Met —> Leu; 

(c) Lis —> Tre; 

(d) Lis —» Gin; 

(e) Pro —> Arg; ou 

(f) Pro —> Gin? Por que? 

12.11. Usando a informagao dada no Problema 12.10, voce espe¬ 
raria que 5-bromouracil induza uma freqiiencia maior de 
substituigoes His —> Arg ou His —> Pro? Por que? 

12.12. Como a tradugao e (a) iniciada e (b) terminada? 

12.13. Se a massa molecular media de um aminoacido e suposta- 
mente de 100 daltons, quantos nucleotideos estarao pre- 
sentes em uma seqiiencia codificante de mRNA que espe- 
cifica um unico polipeptideo com uma massa molecular de 
27.000 daltons? 

12.14. Qual o significado da hipotese da oscilagao? 

12.15. As bases A, G, U, C, I (inosina) ocorrem nas posigoes 5’ de 
anticodons nos tRNA. 

(a) Que base pode parear-se com tres bases diferentes nas 
posigoes 3 ’ dos codons no mRNA? 

(b) Qual e o numero minimo de tRNA necessario para re- 
conhecer todos os codons de aminoacidos especificados 
por codons com redundancia completa? 

12.16. Qual o numero minimo de tRNA necessario para reconhe- 
cer os seis codons que especificam o aminoacido leucina? 

12.17. Suponha que, no ano 2025, a primeira expedigao de huma- 
nos a Marte descubra varias formas de vida marciana que se 
nutrem de fontes hidrotermicas que existem abaixo da su- 
perficie do planeta. Varias equipes de biologos moleculares 
extraem protemas e acidos nucleicos desses organismos e 
fazem importantes descobertas. Sua primeira descoberta e 
que as protemas nas formas de vida marcianas contem ape- 
nas 14 aminoacidos diferentes em vez dos 20 presentes nas 
formas de vida de nosso planeta. Sua segunda descoberta e 
que o DNA e o RNA nesses organismos tern apenas dois 
nucleotideos diferentes em lugar dos quatro nucleotideos 
presentes em organismos vivos na Terra, (a) Supondo que a 
transcrigao e a tradugao funcionam similarmente nos mar- 
cianos e nos terraqueos, qual o numero minimo de nucle¬ 
otideos que devem estar presentes nos codons marcianos 
para especificar todos os seus aminoacidos? (b) Supondo 
que o codigo marciano proposto acima tenha sinais de ini- 
cio e de fim, voce esperaria que o codigo genetico marciano 
seja redundante como o nosso? 


12.18. (a) Por que o codigo genetico e triplo em vez de unitario 
ou duplo? 

(b) Quantos aminoacidos diferentes sao especificados pelo 
codigo genetico? 

(c) Quantas seqiiencias diferentes de aminoacidos sao pos- 
siveis em um polipeptideo com 146 aminoacidos de ta- 
manho? 

12.19 Quais as diferengas basicas entre tradugao em procariontes 
e em eucariontes? 

12.20. Qual a fungao de cada um dos seguintes componentes do 
aparelho de sintese de protemas: 

(a) aminoacil-tRNA-sintetase, 

(b) fator I de liberagao, 

(c) peptidiltransferase, 

(d) fatores de iniciagao, 

(e) fator de alongamento G? 

12.21. Um gene de E. coli foi isolado tendo sido demonstrado pos- 
suir 68 nm de tamanho. Qual o numero maximo de amino¬ 
acidos que este gene pode codificar? 

12.22. (a) Qual a diferenga entre uma mutagao sem sentido e uma 

mutagao de sentido trocado? 

(b) As mutagoes sem sentido ou de sentido trocado sao 
mais freqiientes em organismos vivos? 

(c) Por que? 

12.23. A cadeia de a-globina humana tern 141 aminoacidos de 
tamanho. Quantos nucleotideos no mRNA sao necessarios 
para codificar esta cadeia? 

12.24. Quais as fungoes dos sitios de ligagao A , P e E do aminoa- 

cil-tRNA no ribossomo? ; 

12.25. (a) De que modos a ordem no codigo genetico minimiza a 

letalidade mutacional? 

(b) Por que as mudangas de par de bases que causam a 
substituigao de uma leucina por uma valina no produto 
genico polipeptidico raramente produzem um fenotipo 
mutante? 

12.26. (a) Qual a fungao da seqiiencia Shine-Dalgarno nos mRNA 

procarioticos? 

(b) Que efeito a delegao da seqiiencia Shine-Dalgarno de 
um mRNA tern em sua tradugao? 

12.27. (a) De que modos ribossomos e spliceossomos sao simi- 

lares? 

(b) De que modos sao diferentes? 

12.28. Se voce fosse (1) purificar um tRNA de cisteina e carrega-lo 
com cisteina marcada (isto e, ativa-lo ligando cisteina mar- 
cada com ^H), (2) usar niquel de Raney (um po de niquel 
altamente redutor) para converter a cisteina em alanina 
ainda ligada ao tRNA especifico de cisteil e (3) colocar o 
tRNA carregado com alanina em um sistema de sintese de 
protemas in vitro ativado com moldes de poli(UG) que nor- 
malmente estimulam a incorporagao de cisteina mas nao 
alanina nas cadeias polipeptidicas (isto e, quando voce usa 
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tRNA norinais carregados com alanina e tRNA carregado 
com cistefna), que resultado voce espera? 

12.29. Uma seqiiencia parcial de nucleotfdeos (5’ subterminal) de 
um mRNA procariotico e a seguinte: 

5 ’. .. AGGAGGCUCGAACAUGUCAAUAUGCUUGUUC 
CAAUCGUUAGCUGCGCAGGACCGUCCCGGA... 3’ 

Quando este mRNA e traduzido, que seqiiencia de amino¬ 
acidos sera especificada por esta parte do mRNA? 

12.30. O terminal 5’ de um mRNA humano tern a seguinte se¬ 
qiiencia: 

5 'cap-GAAGAGACAAGGT C AUGGCC AUAU GCUUGU- 
UCCAAU CGUUAGCUGCGCAGGAUCGCCCUGGG... 3 ’ 

Quando este mRNA e traduzido, que seqiiencia de amino¬ 
acidos sera especificada por esta parte do mRNA? 

12.31. Alan Garen estudou amplamente uma determinada muta- 
9 ao sem sentido (termino de cadeia) no gene de fosfatase 
alcalipa de E. coli. Esta mutagao resultou no termino da 
cadeia polipeptfdica de fosfatase alcalina em uma posigao 
onde o aminoacido triptofano ocorreu no polipeptfdeo tipo 
selvagem. Garen induziu revertentes (neste caso, mutagoes 
que alteram o mesmo codon) deste mutante com mutage- 
nos qufmicos que induziram substitutes de um iinico par 
de bases e seqiienciaram os polipeptfdeos nos revertentes. 
Foram encontrados sete tipos diferentes de revertentes, 
cada um com um aminoacido diferente na posigao do trip¬ 
tofano do polipeptfdeo tipo selvagem (posigao de termino 
do fragmento polipeptfdico mutante). Os aminoacidos pre- 
sentes nesta posigao nos varios revertentes inclufam tripto¬ 


fano, senna, tirosina, leucina, acido glutamico, glutamma e 
lisina. A mutafao sem sentido estudada por Garen era uma 
muta?ao ambar (UAG), acre (UAA) ou opala (UGA)? Expli- 
que a base de sua dedugao. 

12.32. A seguinte seqiiencia de DNA ocorre em uma bacteria (a 
seqiiencia promotora esta situada a esquerda mas nao e 
mostrada). 

i 

5 ’-C/VAT C ATGG ACTG CCAT GCrT CATATCiAATAGTTGAC AT- 3 ’ 
3’-GTTAGTACC:TGACGGTACGAAGTATACTTATQ\ACTGTA-5’ 

(a) Qual a seqiiencia de ribonucleotfdeos da molecula de 
mRNA que e transcrita do filamento molde deste tre- 
cho de DNA? Suponha que estao presentes tanto o co¬ 
don de infcio quanto o de termino. 

(b) Qual a seqiiencia de aminoacidos do polipeptfdeo codi- 
ficado por este mRNA? 

(c) Se o nucleotfdeo indicado pela seta sofre uma mutagao 
que faz com que este par de bases C:G seja deletado, 
qual sera o polipeptfdeo codificado pelo gene mutante? 

12.33. A seguinte seqiiencia de DNA ocorre no filamento nao- 
molde de um gene estrutural em uma bacteria (a seqiiencia 
promotora esta situada a esquerda mas nao e mostrada): 

l 

5 ’-GAATGT CAGAACTCxCCATGCTTCATAT GAATAGACCTCTAG- 3 ’ 

(a) Qual a seqiiencia de ribonucleotfdeos da molecula de 
mRNA que e transcrita deste trecho de DNA? 

(b) Qual a seqiiencia de aminoacidos do polipeptfdeo codi¬ 
ficado por este mRNA? 

(c) Se o nucleotfdeo indicado pela seta sofre uma mutagao 
que muda T para A, qual sera a seqiiencia de aminoaci¬ 
dos resultante apos a transcrigao e a tradugao? 
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Xeroderma Pigmentoso: Reparo 
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Humanos 

O sol brilhava intensamente em dia da metade do verao, 
um dia perfeito para a maioria das crianqas passar na 
praia. Todos os amigos de Nathan vestiam roupas de 
banho ou shorts. Preparando-se para se juntar a seus 
amigos, ele vestiu calqas compridas e camisas de man¬ 
gas longas. Ele colocou um chapeu de aba larga e passou 
uma grossa camada de protetor solar em suas maos e 
na face. Enquanto os amigos de Nathan adoram brincar 


Micrografia eletronica de varredura, feita por Edward Lewis, de uma 
mosca-das-frutas com quatro asas produzida pela combinaqao de 
tres mutaqoes no locus bitorax. 
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ao ar livre, ele vive em constante temor dos efeitos da luz solar. Ele nas- 
ceu com o disturbio herdado xeroderma pigmentoso, uma caracterfstica 
autossomica recessiva que afeta cerca de uma em cada 250.000 criangas. 
As celulas da pele de Nathan sao extremamente sensiveis a radiaqao ultra- 
violeta, os raios de alta energia do sol. A luz ultravioleta causa mudangas 
qufmicas no DNA das celulas da pele de Nathan, mudangas que resultam 
nao so em intensas sardas como tambem em cancer de pele (Fig. 13.1). 

Os amigos de Nathan nao se preocupam em brincar ao sol; queirma- 
duras sao a sua unica preocupagao maior. Suas celulas da pele contem 
enzimas que corrigem as mudangas no DNA resultantes de exposigao a 
luz ultravioleta. Entretanto, as celulas da pele de Nathan nao tern uma das 
enzimas necessarias para o reparo das alteragoes induzidas pela luz ultra¬ 
violeta na estrutura do DNA. O xeroderma pigmentoso pode resultar de 
defeitos herdados em qualquer um dentre nove genes humanos diferen- 
tes. Alem disso, sabe-se que outros disturbios herdados resultam da falha 
de reparo do DNA danificado por outros agentes ffsicos e quimicos. As 
consequencias ameagadoras a vida destes defeitos herdados nas enzimas 
de reparo do DNA destacam dramaticamente sua importancia. 


Fig. 13.1 ■ Efeitos fenotipicos da doenga hereditaria xeroderma pigmentoso. Pessoas 
com esta doenga maligna desenvolvem amplos tumores de pele apos exposicao ao sol. 


(Zlonsiderando o papel fundamental que o DNA tem no 
crescimento e no desenvolvimento de organismos vivos, a 
evolugao de mecanismos para proteger sua integridade pa- 
rece inevitavel. De fa to, como discutimos neste capitulo, 
as celulas vivas contem varias enzimas que cons tan temente 
percorrem o DNA a procura de pares de nucleotideos incor- 
retos ou danificados. Quando detectados, esses defeitos sao 
corrigidos por um pequeno exercito de enzimas de reparo 
do DNA, cada uma tendo se desenvolvido para combater 
um tipo particular de dano. Neste capitulo, examinaremos os 
tipos de mudangas que ocorrem no DNA, os processos pelos 
quais essas alteragoes sao corrigidas e os processos correlatos 
de recombinagao entre moleculas homologas de DNA. 


MUTA^AO: FONTE DA VARIABILIDADE 
GENETICA NECESSARIA PARA EVOLUGAO 

As mutagoes, mudangas herdadas no material genetico, 
fornecem uma grande variagao genetica que permite a 
evolugao de organismos. 

Sabemos pelos capitulos anteriores que a heranga e ba- 
seada em genes que sao transmitidos de genitores para a 
prole durante a reprodugao e que os genes estocam informa- 
gao genetica codificada nas seqiiencias de pares de nucleoti¬ 


deos no DNA ou nucleotideos no RNA. Examinamos como 
esta informagao genetica e duplicada com precisao durante 
a replicagao semiconsen^ativa do DNA Foi demonstrado 
que essa replicagao precisa depende em parte das atividades 
de revisao inerentes as DNA-polimerases que catalisam a 
smtese de DNA. Assim, desenvolveram-se mecanismos para 
facilitar a transmissao fiel da informacao genetica de celula a 
celula e finalmente de geragao a geracao. Entretanto, ocor¬ 
rem erros no material genetico. Tais mudancas herdaveis no 
material genetico sao chamadas de mutacoes. 

O termo mutagao refere-se tanto (1) a mudanga no ma¬ 
terial genetico quanto (2) ao processo pelo qual ocorre a 
mudanga. Um organismo que apresenta um fenotdpo novo 
resultante de uma mutagao e chamado mutante. Usada no 
sentido historico mais amplo, a mutagao refere-se a qualquer 
mudanga, subita e herdavel, no genotipo de uma celula ou um 
organismo. Entretanto, as mudangas no genotipo, e portanto 
no fenotipo, de um organismo que resultam de eventos de 
recombinagao que produzem novas combinagoes de variagao 
genetica ja existente devem ser cuidadosamente distinguidas 
de mudangas causadas por mutagoes novas. Ambos os eventos 
as vezes dao origem a fenotipos novos em frequencias muito 
baixas. Alteragoes mutacionais no genotipo de um organismo 
incluem mudangas no numero e na estrutura dos cromosso- 
mos (Cap. 6), bem como mudangas nas estruturas de genes 
individual. Mutagoes que envolvem alteragoes em sitios es- 
pecfficos em um gene sao denominadas mutagoes de ponto. 
Elas incluem a substituigao de um par de bases por outro ou a 
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insergao ou delegao de um ou alguns pares de nucleotideos em 
um local especifico de um gene. Hoje, o termo mutagao geral- 
mente e usado em um sentido restrito para se referir apenas a 
mutagoes de ponto. Neste capftulo, exploraremos o processo 
de mutacao confonne definido no sentido restrito. 

Mutacao e a principal fonte de toda variagao genetica. Ela 
fornece a materia-prima para a evolugao. Os mecanismos de 
recombinagao rearranjam a variabilidade genetica em no¬ 
vas combinagoes, e a selegao natural ou artificial preserva 
as combinagoes mais bem adaptadas as condigoes existentes 
no ambiente ou desejadas pelos que fazem cruzamentos de 
animais ou plantas. Sem mutagoes, todos os genes existi- 
riam em apenas uma forma. Alelos nao existiriam, e a analise 
genetica classica nao seria possivel. Mais importante, po- 
pulagoes de organismos nao seriam capazes de evoluir e se 
adaptar a mudangas ambientais. Algum nfvel de mutagao e 
essencial para dar nova variabilidade genetica e permitdr que 
os organismos se adaptem a novos ambientes. Ao mesmo 
tempo, se mutagoes ocorressem com muita freqiiencia, elas 
perturbariam a fiel transmissao da informagao genetica de 
geragao a geragao. Alem disso, a maioria das mutagoes com 
efeitos fenotfpicos facilmente detectados sao deleterias aos 
organismos nos quais elas ocorrem. Como seria esperado, 
a taxa de mutagao e influenciada por fatores geneticos, e 
desenvolveram-se mecanismos que regulam o mvel de mu¬ 
tagao que ocorre em varias condigoes ambientais. 

mm PONTO IMPORTANTE 

■ Mutagoes sao alteragoes herdaveis no material genetico que 
fornecem a materia-prima para evolugao. 


MUTAGAO: CARACTERISTICAS BASICAS 
DO PROCESSO 

Mutagoes ocorrem em todos os organismos, de virus 
a humanos. Elas podem ocorrer espontaneamente ou 
ser induzidas por agentes mutagenicos. A mutagao e 
geralmente um processo aleatorio, nao adaptativo. 

Mutagoes ocorrem em todos os genes de todos os or¬ 
ganismos vivos. Essas mutagoes fornecem nova variabilidade 
genetica que permite aos organismos adaptar-se a mudangas 
ambientais. Assim, as mutagoes foram, e continuam a ser, 
essenciais ao processo evolutivo. Antes de discutirmos os 
efeitos fenotipicos especfficos das mutagoes e os mecanis¬ 
mos pelos quais ocorrem os varios tipos de mutagao, consi- 
deraremos algumas das caracteristicas basicas deste processo 
importante. 

Mutagao: Somatica ou Germinativa 

Uma mutagao pode ocorrer em qualquer celula em qual¬ 
quer estagio do desenvolvimento de um organismo multi- 


celular. Os efeitos imediatos da mutagao e sua capacidade 
de produzir uma mudanga fenotipica sao determinados por 
sua dominancia, pelo tipo de celula na qual ocorre e pela 
epoca em que ocorre durante o ciclo de vida do organismo. 
Em animais superiores, as celulas da linhagem germinativa 
que dao origem aos gametas separam-se de outras linhagens 
celulares no initio do desenvolvimento (Cap. 2). Todas as 
celulas das linhagens nao germinativas sao celulas somati- 
cas. Mutagoes germinativas sao as que ocorrem em celulas 
da linhagem germinativa, enquanto mutagoes somaticas 
ocorrem em celulas somaticas. 

Se uma mutagao ocorre em uma celula somatica, o fe- 
notipo mutante resultante se manifestara apenas nos des- 
cendentes desta celula. A mutagao nao sera transmitida pe¬ 
los gametas para a prole. A maga Delicious e a laranja de 
umbigo sao exemplos de fenotipos mutantes que resultam 
de mutagoes que ocorrem em celulas somaticas. As arvores 
dos frutos nas quais ocorreram as mutagoes originais eram 
mosaicos somaticos. Felizmente, a propagagao vegetativa foi 
possivel tanto para a maga Delicious quanto para a laranja 
de umbigo, e hoje uma numerosa prole de enxertos e brotos 
perpetuou as mutagoes originais. 

Se mutagoes dominantes ocorrem em celulas germina¬ 
tivas, seus efeitos podem ser expressos imediatamente na 
prole. Se as mutagoes sao recessivas, seus eleitos em geral 
sao obscurecidos em diploides. Mutagoes germinativas po¬ 
dem ocorrer em qualquer estagio no ciclo reprodutivo do 
organismo. Se a mutagao surge em um gameta, apenas um 
unico membro da prole provavelmente tera o gene mutante. 
Se uma mutagao ocorre em uma celula primordial da linha¬ 
gem germinativa do testiculo ou ovario, varios ^gametas po¬ 
dem receber o gene mutante, acentuando seu potencial de 
perpetuagao. Assim, a dominancia de um alelo mutante e o 
estagio do ciclo reprodutivo no qual ocorreu uma mutagao 
sao os principais fatores para determinar a probabilidade de 
que o alelo mutante se manifeste em um organismo. 

A mais antiga mutagao germinativa dominante registrada 
em animais domesticos foi observada por Seth Wright em 
1791 em sua fazenda em Charles River em Dover, Massa¬ 
chusetts. Entre seu rebanho de ovelhas, Wright notou uma 
peculiar com pernas incomumente curtas. Ele logo imaginou 
que seria vantajoso ter um rebanho inteiro destas ovelhas de 
pernas curtas, que nao poderiam pular as cercas baixas da 
vizinhanga da Nova Inglaterra. Wright usou as ovelhas de 
pernas curtas para cruzarem na estagao seguinte. Duas de 
suas ovelhas tinham pernas curtas. As ovelhas de pernas cur¬ 
tas foram entrecruzadas, e foi desenvolvida uma linhagem na 
qual a nova caracteristica foi expressa em todos os animais. 

Mutagao: Espontanea ou Induzida 

Quando ocorre uma nova mutagao, tal como a que produziu 
ovelhas de Wright com pernas curtas, ela e causada por al¬ 
gum agente no ambiente ou resulta de um processo inerente 
em organismos vivos? Mutagoes espontaneas sao aque- 
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las que ocorrem sem uma causa conhecida. Elas podem ser 
verdadeiramente espontaneas, resultando de um nivel baixo 
de erros metabolicos inerentes, ou podem ser causadas por 
agentes desconhecidos presentes no ambiente. Mutagoes 
induzidas sao aquelas resultantes da exposigao de organis- 
mos a agentes fi'sicos e qufmicos que causam mudangas no 
DNA (ou RNA em alguns virus). Tais agentes sao chamados 
mutagenos. Eles incluem irradiagao ionizante, luz ultravio- 
leta e uma ampla variedade de substancias. 

Operacionalmente, e impossfvel provar que determinada 
mutagao ocorreu espontaneamente ou foi induzida por um 
agente mutagenico. Os geneticistas devem restringir tais 
distingoes em nivel populacional. Se uma taxa de mutagao 
e aumentada uma centena de vezes por tratamento de uma 
populagao com um mutageno, uma media de 99 de cada 
100 mutagoes presentes na populagao terao sido induzidas 
pelo mutageno. Os pesquisadores podem entao fazer com- 
paragoes validas entre mutagoes espontaneas e induzidas 
estatisticamente comparando as populagoes expostas a um 
agente mutagenico com populagoes controles que nao foram 
expostas ao mutageno. 

Mutagoes espontaneas ocorrem raramente, embora as 
frequencias observadas variem de gene para gene e de orga- 
nismo para organismo. As medidas das frequencias de mu¬ 
tagoes espontaneas para varios genes de fagos e bacterias 
variam de cerca de 10“ 8 a 10~ 10 mutagoes detectaveis por par 
de nucleotfdeos por geragao. Para eucariontes, as estimativas 
das taxas de mutagao variam de cerca de 10“' a 10" 9 muta¬ 
goes detectaveis por par de nucleotfdeos por geragao (con- 
siderando apenas os genes para os quais amplos dados estao 
disponfveis). Comparando taxas de mutagao por nucleotfdeo 
com taxas de mutagao por gene, a regiao codificante do gene 
medio geralmente e tida coino sendo de 1.000 pares de" nu¬ 
cleotfdeos de tamanho. Assirn, a taxa de mutagao por gene 
varia de cerca de 10 ^ a 10 — ' por geragao. 

O tratamento com agentes mutagenicos pode aumentar 
as frequencias de mutagao em ordens de magnitude. A fre- 
qtiencia de mutagao por gene em bacterias e virus pode ser 
aumentada em mais de 1 por cento pelo tratamento com 
mutagenos qufmicos potentes. Isto e, mais de 1 por cento 
dos genes dos organismos tratados conterao uma mutagao, 
ou, dito de outro modo, mais de 1 por cento dos fagos ou 
bacterias na populagao terao uma mutagao em determinado 
gene. 

Mutagao: Geralmente um Processo Aleatorio, 

Nao Adaptativo 

Os ratos em muitas cidades nao sao mais afetados por anti- 
coagulantes que tradicionalmente tinham sido usados como 
venenos de roedores. Aluitas populagoes de baratas sao in- 
sensfveis a clordano, o veneno usado para controla-las nos 
anos 1950. As populagoes de moscas domesticas apesentam 
nfveis altos de resistencia a muitos inseticidas. Cada vez mais 
microrganismos patogenicos estao se tornando resistentes 


a antibioticos desenvolvidos para controla-los. A introdu- 
gao desses pesticidas e antibioticos pelos humanos produziu 
novos ambientes para tais organismos. Mutagoes que pro- 
duzem resistencia a esses pesticidas e antibioticos ocorre- 
ram; os organismos sensfveis foram mortos; e os mutantes 
multiplicaram-se para produzir novas populagoes resisten¬ 
tes. Muitos desses casos de evolugao por mutagao e selegao 
natural estao bem documentados. 

Estes exemplos levantam uma duvida basica sobre a na- 
tureza da mutagao. A mutagao e um fenomeno puramente 
aleatorio no qual o estresse ambiental apenas preserva mu¬ 
tagoes preexistentes? Ou a mutagao e dirigida pelo estresse 
ambiental? Por exemplo, se voce cortar a cauda de camun- 
dongos por varias geragoes, voce produzira uma Iinhagem 
de camundongos sem cauda? A despeito da crenga de jean 
Lamarck e Trofim Lysenko, que acreditavam na heranga de 
“caracterfsticas adquiridas” - caracterfsticas impostas a orga¬ 
nismos por fatores ambientais -, a resposta e nao. Os camun¬ 
dongos continuarao a nascer com caudas. 

Hoje em dia, e dificil compreender como Lysenko apre- 
sentou sua crenga no lamarkismo, a heranga de caracteres ad- 
quiridos, aos poderosos da Uniao Sovietica de 1937 a 1964. 
Entretanto, desmentir o lamarkismo nao foi uma tarefa facil, 
especialmente no caso de microrganismos, em que mesmo 
pequenas culturas em geral contem bilhoes de organismos. 

Como um exemplo, consideremos uma populagao de bac¬ 
terias tais como E. coli crescendo em um ambiente livre de 
estreptomicina. Quando expostas a estreptomicina, a maio- 
ria das bacterias serao mortas pelo antibiotico. Entretanto, 
se a populagao for grande o suficiente, ela logo dara origem 
a uma cultura resistente a estreptomicina na qual todas as 
celulas sao resistentes ao antibiotico. A estreptomicina sim- 
plesmente seleciona mutantes raros de ocorrencia aleatoria 
preexistentes na populagao, ou todas as celulas tern alguma 
probabilidade baixa de desenvolver resistencia em resposta 
a presenga de estreptomicina? Como os geneticistas distin- 
guem estas duas possibilidades? Resistencia a estreptomicina 
so pode ser detectada tratando-se a cultura com o antibio¬ 
tico. Como, entao, um geneticista pode determinar se bacte¬ 
rias resistentes estao presentes antes da exposigao a estrepto¬ 
micina ou sao induzidas pela presenga do antibiotico? 

Em 1952,Joshua e Esther Lederberg desenvolveram uma 
nova tecnica importante chamada plaqueamento replica. 
Esta tecnica permitiu-lhes demonstrar a presenga de mutan¬ 
tes resistentes a antibioticos em culturas bacterianas antes de 
exposigao ao antibiotico (Fig. 13.2). Os Lederberg primeiro 
dilufram as culturas bacterianas, espalharam as bacterias na 
superffcie de um meio nutriente de agar semi-solido em 
placas de Petri e incubaram as placas ate que cada bacte¬ 
ria tivesse produzido uma colonia visfvel na superffcie do 
agar. Em seguida, eles inverteram cada placa e a pressiona- 
ram sobre um veludo esteril colocado em bloco de madeira. 
Algumas das celulas de cada colonia grudaram no veludo. 
Eles entao pressionaram uma placa de nutriente esteril de 
meio de agar contendo estreptomicina sobre o veludo. Eles 
repedram este procedimento de plaqueamento replica com 
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a colonia controle nao. 


Tubos com estreptomicina 


Fig. 13.2 ■ Joshua e Esther Lederberg usaram o plaqueamento 
replica para demonstrar a natureza aleatoria ou nao direcional da 
mutagao. Por simplificagao, apenas quatro colonias sao mostradas 
em cada placa e apenas duas sao testadas quanto a resistencia a 
estreptomicina na etapa 4. De fato, cada placa conteria cerca de 200 
colonias, e muitas placas seriam usadas para encontrar um numero 
adequado de colonias mutantes. 


muitas placas, cada uma contendo cerca de 200 colonias bac- 
terianas. Apos incubarem as placas seletivas (aquelas con¬ 
tendo estreptomicina) de um dia para outro, raras colonias 
resistentes a estreptomicina tinham se formado. 

Os Lederberg subseqiientemente testaram as colonias em 
placas nao seletivas (as que nao continham estreptomicina) 
quanto a sua capacidade de crescer em meio contendo es¬ 
treptomicina. Seus resultados foram definitivos. As colonias 
que cresceram em placas replicas seletivas quase sempre 
continham celulas resistentes a estreptomicina, enquanto 
as que nao cresciam no meio seletivo raramente continham 
qualquer celula resistente (Fig. 13.2). 

Se uma mutagao que torna uma bacteria resistente a es¬ 
treptomicina ocorre em um estagio inicial no crescimento 
de uma colonia, a celula resistente ira dividir-se e produzira 
duas, entao quatro, entao oito e no final um grande numero 
de bacterias resistentes. Assim, se uma mutagao estiver ocor- 
rendo aleatoriamente, processo nao adaptativo, muitas das 


colonias que sao formadas em placas nao seletivas conterao 
mais que uma bacteria resistente a antibioticos e darao ori- 
gem a culturas resistentes quando testadas quanto a cres¬ 
cimento em meio seletivo. Entretanto, se uma mutagao e 
adaptativa e as mutagoes para resistencia a estreptomicina so 
ocorrem apos exposigao ao antibiotico, entao as colonias nas 
placas nao seletivas que dao origem a colonias resistentes nas 
placas seletivas apos plaqueamento replica provavelmente 
nao conterao mais celulas resistentes a estreptomicina do 
que as outras colonias nas placas nao seletivas. 

Assim, usando sua tecnica de plaqueamento replica, os 
Lederberg demonstraram a existencia de mutantes resisten¬ 
tes a estreptomicina em uma populagao de bacterias antes 
de sua exposigao ao antibiotico. Seus resultados, juntamente 
com os de muitos outros experimentos, mostraram que o 
estresse ambiental nao dirige ou causa mudangas geneticas 
como pensava Lysenko. Ele simplesmente seleciona raras 
mutagoes preexistentes que resultam em fenotipos mais bem 
adaptados ao novo ambiente. 


Mutagenese Adaptativa, ou de Fase Estacionaria, 
em Bacterias 

Uma mutagao adaptativa fornece uma vantagem seletiva ao 
organismo mutante quando cultivado no ambiente em que 
se originou. A formagao de mutagoes adaptativas em bacte¬ 
rias e talvez mais apropriadamente chamada mutagenese 
de fase estacionaria porque ocorre quando populagoes de 
bacterias param de crescer - entram em uma fase estaciona¬ 
ria - devido a inanigao ou algum outro estressfc ambiental 
(Fig. 13.3). Bacterias na fase estacionaria ou param de se 
dividir ou morrem na mesma taxa em que novas celulas sao 



Fase 

estacionaria 


Fig. 133 ■ Uma curva de crescimento bacteriano. A transference 
de bacterias sem crescimento para um novo meio nutriente resulta 
em tres estagios sucessivos de crescimento: fase lag, fase log e 
fase estacionaria. Durante a fase lag, as bacterias ajustam seu 
metabolismo para facilitar o crescimento no novo meio. Uma vez 
feito este ajuste, comega o crescimento exponencial que continua 
durante a fase log. Quando um ou mais nutrientes necessarios no 
meio se tornam limitantes de crescimento, este diminui e acaba 
parando na fase estacionaria. 
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produzidas. As mutagoes adaptativas nestas celulas de fase 
estacionaria sao produzidas juntamente com outras muta- 
goes que ocorrem aleatoriamente (mutagoes nao adaptati¬ 
vas); isto e, resultant de um aumento induzido por estresse 
na taxa de mutagao. Essa mutagenese aumentada, por sua 
vez, e causada pela inducao de processos de reparo do DNA 
propensos a erro (veja a segao Mecanismos de Reparo do 
DNA, mais adiante neste capi'tulo). 

Devemos destacar que “adaptativo” nao significa que um 
tipo espedfico de mutagao que melhora o crescimento sob 
um determinado estresse ambiental foi preferencialmente 
induzido por tal estresse ambiental. Esta ultima seria uma 
“mutagao dirigida”, para a qual nao ha evidencia valida. Em 
vez disso, “adaptativa” significa que algumas mutagoes que 
dao uma vantagem seletiva a bacteria ocorreram em resposta 
ao estresse, juntamente com muitas outras mutagoes nao 
adaptativas. De fato, ha evidencia de mutagenese adaptativa, 
ou de fase estacionaria, em varias especies de bacterias. En- 
tretanto, a maioria das pesquisas deste fenomeno foram fei- 
tas com E. coli e Bacillus subtilis. Mesmo nestas duas especies, 
a mutagenese de fase estacionaria nao e universal; ela ocorre 
em algurqas linhagens e nao em outras. Um estudo exami- 
nou 787 linhagens de E. coli que foram isoladas de uma am- 
pla faixa de ambientes naturais em todo o mundo. Quando 
essas linhagens foram testadas quanto a mutagenese de fase 
estacionaria durante sete dias de inanigao, 80% apresenta- 
ram algum nivel de mutagenese de fase estacionaria. Entre- 
tanto, a freqiiencia de mutagoes induzidas variou muito de 
linhagem para linhagem. 

Quando bacterias tais como E. coli entrain na fase esta¬ 
cionaria devido a inanigao ou outro estresse ambiental, e 
induzida uma via de reparo do DNA propensa a erro cha- 
mada resposta SOS (veja Mecanismos de Reparo do DNA). 
Durante a resposta SOS, um grande numero de genes que 
codificam proteinas envolvidas no metabolismo do DNA 
— replicagao, recombinagao e reparo - sao ativados. Algumas 
das proteinas induzidas estao envolvidas no reparo do DNA 
danificado por recombinagao. Outras sao DNA-polimerases 
propensas a erro (IV e V em E. colt) que replicam atraves de 
segmentos danificados do DNA e, desta forma, produzem 
mutagoes. A resposta SOS e claramente responsavel por al¬ 
gumas mutagoes de fase estacionaria. Entretanto, estudos 
recentes mostraram que a mutagenese de fase estacionaria 
ocorre em linhagens bacterianas que nao tern componen- 
tes essenciais do sistema de resposta SOS. Outros estudos 
forneceram evidencias de varias vias de mutagenese de fase 
estacionaria. 

No momento, podemos concluir que a mutagenese adap¬ 
tativa, ou de fase estacionaria, e generalizada em bacterias, e 
contribui para sua capacidade de se adaptar a diversos am¬ 
bientes. Entretanto, os mecanismos moleculares pelos quais 
ocorre a mutagenese de fase estacionaria precisam de outros 
estudos, como a questao sobre se o fenomeno ocorre em ou¬ 
tras especies. Embora existam evidencias de mutagenese de 
fase estacionaria em leveduras, e DNA-polimerases propen¬ 
sas a erro estejam presentes em eucariontes, a possibilidade 


de que processos similares ocorram em eucariontes perma- 
nece ainda amplamente nao estudada. 


Mutacao: Um Processo Reversivel 

Como ja discutimos, uma mutacao em um gene tipo selva- 
gem pode produzir um alelo mutante que resulta em um 
fenotipo anormal. Entretanto, o alelo mutante tambem pode 
sofrer uma mutagao reversa para uma forma que restaura 
o fenotipo tipo selvagem. Isto e, a mutagao e um processo 
reversivel. 

A mutacao de um gene tipo selvagem para uma forma que 
resulta em um fenotipo mutante e referida como mutagao 
direta. Entretanto, as vezes a designagao dos fenotipos tipo 
selvagem e mutante e bem arbitraria. Eles podem simples- 
mente representar dois fenotipos diferentes mas normais. 
Por exemplo, os geneticistas consideram os alelos para as 
cores de olho castanha e azul em humanos como sendo am- 
bos tipo selvagem. Entretanto, em uma populagao composta 
quase totalmente de pessoas com olhos castanhos, o alelo 
para olhos azuis poderia ser tido como um alelo mutante. 

Quando uma segunda mutagao restaura o fenotipo origi¬ 
nal perdido por causa de uma mutagao anterior, o processo 
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Fig. 13.4 ■ Restauragao do fenotipo original tipo selvagem em 
um organismo pode ocorrer por (1) mutagao reversa ou (2) mutagao 
supressora (mostrada no mesmo cromossomo por simplificagao). 
Alguns mutantes podem reverter ao fenotipo tipo selvagem por 
ambos os mecanismos. Os revertentes dos dois tipos podem ser 
distinguidos por retrocruzamentos com o tipo selvagem original. Se 
ocorreu uma mutagao reversa, toda a prole do retrocruzamento sera 
tipo selvagem. Se uma mutagao supressora e responsavel, parte da 
prole do retrocruzamento tera o fenotipo mutante (2c). 
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e chamado de mutagao reversa ou mutagao de reversao. 
A reversao pode ocorrer de dois modos diferentes: (1) por 
mutagao reversa, uma segunda mutagao no mesmo ponto 
no gene que a mutagao original, restaurando a seqiiencia 
nucleotfdica tipo selvagem, ou (2) pela ocorrencia de uma 
mutagao supressora, uma segunda mutagao em um local 
diferente no genoma, que compensa os efeitos da primeira 
mutagao (Fig. 13.4). A mutagao reversa restaura a seqiiencia 
original tipo selvagem de nucleotfdeos do gene, enquanto a 
mutagao supressora nao. Mutagoes supressoras podem ocor¬ 
rer em pontos distintos no mesmo gene que a mutagao ori¬ 
ginal ou em genes diferentes, ate mesmo em cromossomos 
diferentes. 

Algumas mutagoes revertem primariamente por retro¬ 
mutagao, enquanto outras o fazem quase exclusivamente 
pela ocorrencia de mutagoes supressoras. Assim, em estudos 
geneticos, os pesquisadores em geral devem distinguir entre 
estas duas possibilidades retrocruzando o revertente fenoti- 
pico com o organismo original tipo selvagem. Se o fenotipo 
tipo selvagem e restaurado por uma mutagao supressora, a 
mutagao original ainda estara presente e pode ser separada 
da mutagao supressora por recombinagao (Fig. 13.4). Se o 
fenotipo tipo selvagem e restaurado por retromutagao, toda 
a prole do retrocruzamento sera tipo selvagem. 

M PONTOS IMPORTANTES 

■ Mutagoes ocorrem tanto em celulas germinativas quanto so- 
maticas, mas apenas mutagoes na linhagem germinativa sao 
transmitidas para a prole. 

■ Mutagoes podem ocorrer espontaneamente ou ser induzidas 
por agentes mutagenicos no ambiente. 

■ A mutagao geralmente e um processo nao adaptativo em que 
um estresse ambiental simplesmente seleciona organismos 
com mutagoes preexistentes de ocorrencia aleatoria. 

■ A mutagenese adaptativa, ou de fase estacionaria, ocorre em 
bacterias que foram expostas a um estresse ambiental como 
inanigao. 

■ A restauragao do fenotipo tipo selvagem em um organismo 
mutante pode resultar de retromutagao ou de uma mutagao 
supressora. 


MUTAGAO: EFEITOS FENOTIPICOS 

Os efeitos de mutagoes sobre o fenotipo variam desde 
nenhuma mudanga observavel ate letalidade. 

Os efeitos de mutagoes sobre o fenotipo variam de 
alteragoes tao pequenas que so podem ser detectadas por 
tecnicas geneticas ou bioquimicas especiais a grandes modi- 
ficagoes morfologicas e a alteragoes letais. Um gene e uma 
seqiiencia de pares de nucleotfdeos que geralmente codi- 
ficam um polipeptfdeo especffico. Qualquer mutagao que 
ocorra dentro de determinado gene produzira um novo alelo 
desse gene. Os genes contendo mutagoes sem efeito sobre o 


fenotipo, ou pequenos efeitos que so podem ser reconheci- 
dos por tecnicas especiais, sao chamados isoalelos. Outras 
mutagoes produzem alelos nulos que resultant na falta de 
produto genico ou produtos genicos totalmente nao funcio- 
nais. Se mutagoes deste ultimo tipo ocorrem em genes que 
sao necessarios para o crescimento do organismo, os indivf- 
duos que sao homozigotos para a mutagao nao sobreviverao. 
Tais mutagoes sao chamadas de letais recessivos. 

As mutagoes podem ser recessivas ou dominantes. Em 
organismos monoploides tais como virus e bacterias, tanto 
mutagoes recessivas quanto dominantes podem ser reco- 
nhecidas por seu efeito sobre o fenotipo do organismo no 
qual elas ocorrem. Em organismos diploides tais como a 
mosca-das-frutas e seres humanos, as mutagoes recessivas 
irao alterar o fenotipo apenas quando presentes na condigao 
homozigota. Assim, em diploides, a maioria das mutagoes 
recessivas nao serao reconhecidas na epoca de sua ocorren¬ 
cia, pois estarao presentes no estado heterozigoto. Mutagoes 
recessivas ligadas ao X sao uma excegao; elas serao expressas 
no estado hemizigoto no sexo heterogametico (por exem- 
plo, indivfduos do sexo masculino em seres humanos e na 
mosca-das-frutas e do sexo feminino em aves). Mutagoes le¬ 
tais recessivas ligadas ao X irao alterar a proporgao dos sexos 
na prole porque os hemizigotos portadores das letais nao 
sobreviverao (Fig. 13.5). 

Mutates com Efeitos Fenotipicos: 

Geralmente Deleterias e Recessivas 

A maioria dos mil hares de mutagoes que foram identifica- 
das e estudadas por geneticistas sao deleterias e recessivas. 
Este resultado deve ser esperado se considerarmos o que 
e conhecido sobre o controle genetico do metabolismo e 
pelas tecnicas disponfveis para identificar mutagoes. Como 
discutido no Cap. 11, o metabolismo ocorre por sequen¬ 
ces de reagoes qufmicas, cada etapa catalisada por uma en- 
zima especffica codificada por um ou mais genes. Mutagoes 
nestes genes freqiientemente produzem bloqueios em vias 
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Fig. 13.5 ■ Alteragao da proporgao de sexos por uma mutagao 
letal recessiva ligada ao X. As femeas heterozigotas para um letal 
recessivo ligado ao X produzem uma prole de femeas e machos em 
uma proporgao de 2:1. 
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Fig. 13.6 ■ Alelos mutantes recessivos em geral resultam em 
bloqueios nas vias metabolicas. As vias podem ter apenas algumas 
etapas, como diagramado aqui, ou ter muitas. O alelo tipo selvagem 
de cada gene codifica uma enzima funcional que catalisa a reagao 
apropriada. A maioria das mutagoes que ocorrem nos genes tipo 
selvagem resultam em formas alteradas da enzima com atividade 
reduzida ou ausente. No estado homozigoto, os alelos mutantes que 
produzem produtos inativos causam bloqueios metabolicos 
{■) devido a falta da atividade enzimatica requerida. 


metabolicas (Fig. 13.6). Tais bloqueios ocorrem porque al- 
teragdes nas sequences de pares de bases dos genes em 
geral causam mudangas nas seqiiencias de aminoacidos de 
polipeptideos (Fig. 13.7), que podem resultar em produtos 
nao funcionais (Fig. 13.6). De fato, este e o efeito mais 
comumente observado de mutagoes facilmente detectadas. 


Considerando um alelo tipo selvagem que codifica uma en¬ 
zima ativa e alelos mutantes que codificam enzimas menos 
ativas ou totalmente inativas, e aparente por que a maioria 
das mutagoes observadas seriam recessivas. Se uma celula 
content tanto formas ativas quanto inativas de determinada 
enzima, a forma ativa em geral ira catalisar a reagao em 
questao. Portanto, o alelo que especifica o produto ativo 
geralmente seia dominante e o alelo que codifica o produto 
inativo sera recessivo (Cap. 4). 

Devido a redundancia e a ordem no codigo genetico 
(Cap. 12), muitas mutagoes nao tern efeito sobre o feno- 
tipo do organismo; elas sao chamadas mutagoes neutras. 
Mas por que a maioria das mutagoes com efeitos fenotipi- 
camente reconhecfveis resultam em atividade diminufda 
do produto genico ou em nenhuma atividade do produto 
genico? Um alelo tipo selvagem de um gene que codifica 
uma enzima do tipo selvagem ou protefna estrutural tera 
sido selecionado por atividade otima no curso da evolu- 
gao. Assim, as mutagoes, que causam mudangas aleatorias 
nas seqiiencias de aminoacidos altamente adaptadas, em 
geral darao produtos menos ativos ou totalmente inati¬ 
vos. Voce pode fazer uma analogia com qualquer maquina 
complexa cuidadosamente construida tal como um com- 
putador ou um automovel. Se voce modifica aleatoria- 
mente um componente essencial, a maquina improvavel- 
mente funcionara tao bem quanto fazia antes da mudanga. 
Essa visao de mutagao e da interagao entre alelos mutante 
e tipo selvagem ajusta-se a observagao de que a maioria 
das mutagoes com efeitos fenotfpicos reconhecfveis sao 
recessivas e deleterias. 
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polipeptidico. 


r AAG 

viZfiVfiVfiVfiVfiVfiV .. 

Vj t c 


Transcricao 
^WWWa a G VAAAAAA/ 
Traducao 


aa-i-aa 


l' aa 2" 


• lis • 


(Produto genico mutante inativo) 


Fig. 13.7 ■ Visao geral do processo de mutagao e a expressao dos alelos tipo selvagem e mutante. As mutagoes alteram as sequences de 
pares e nuc eotideois nos genes, os quais, por sua vez, causam mudangas nas sequences de aminoacidos dos polipeptideos codificados por 
K ^f, n “' U r m Par de bases G_C (aclma - 4 esquerda) mutou para um par de bases A-T (acima, a direita). Esta mutagao muda um codon do 
mRNA de GAG para AAG e um aminoacido no produto polipeptidico de acido glutamico (glu) para lisina (lis). Tais mudangas em geral dao 
produtos genicos nao funcionais. 6 
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Efeitos de Mutates em Genes de Globina Humana 

Ai hemoglobinas humanas mutantes fornecem boas ilustra- 
goes dos efeitos deleterios da mutagao. Nos Caps. 1 e 12, 
discutimos a estrutura da hemoglobina e os efeitos trauma- 
ticos de uma variante de hemoglobina, a hemoglobina fal- 
cifoime. Lembre que a forma principal da hemoglobina em 
adultos (hemoglobina A) contem duas cadeias alfa (a) iden- 
ticas e duas cadeias beta ((3) identicas. Cada polipeptfdeo a 
consiste em uma seqiiencia especifica de 141 aminoacidos, 
enquanto cada cadeia (3 possui 146 aminoacidos. Devi do as 
similaridades em suas seqliencias de aminoacidos, acredita- 
se que todas as cadeias de globina (e, portanto, seus genes 
estruturais) evohifram de um progenitor comum. 

Muitas variantes diferentes da hemoglobina adulta foram 
identificadas em populagoes humanas, e varias delas tern 
graves efeitos fenotfpicos. Muitas das variantes foram ini- 
cialmente detectadas por seu comportamento eletroforetico 
alterado (movimento em um campo eletrico devido a dife- 
rengas de carga - veja Cap. 9). As variantes de hemoglobina 
fornecem uma excelente ilustragao dos efeitos de mutagao 
nas estruturas e fungoes de produtos genicos e, finalmente, 
nos fenotipos das pessoas afetadas. 

Quando as seqliencias de aminoacidos das cadeias (3 da 
hemoglobina A e da hemoglobina de pacientes com anemia 
falci forme (hemoglobina S) foram determinadas e compara- 
das, foi descoberto que a hemoglobina S difere da hemoglo¬ 
bina A em apenas uma posigao. O sexto aminoacido a partir 
da ponta amino da cadeia (3 da hemoglobina A e o acido glu- 
tamico (um aminoacido de carga negativa). A cadeia 3 da he¬ 
moglobina S contem valina (sem carga em pH neutro) nesta 
posigao. As cadeias a da hemoglobina A e da hemoglobina S 
sao identicas. Assim, a mudanga de um unico aminoacido em 
um polipeptfdeo pode ter graves efeitos no fenotipo. 

No caso da hemoglobina S, a substituigao de acido gluta- 
mico por valina na sexta posigao da cadeia p permite que seja 
formada uma nova ligagao, que muda a conformagao da pro- 
tefna e resulta em agregagao de moleculas de hemoglobina. 
Esta mudanga resulta na forma bem anormal (falcemica) das 


hemacias. A alteragao mutacional no alelo da Hbp A que da 
origem a Hbp foi uma substituigao de um par de bases T-A 
por A-T, com uma T no filamento transcrito no primeiro 
caso e uma A no filamento transcrito no segundo caso (Fig. 
13.8). Esta substituigao de pares de bases A-T T-A foi 
primeiro prevista pelos dados de seqiiencia de protefna e os 
codons conhecidos, e depois verificada por seqiienciamento 
dos alelos Hfrp e Hb S p. 

Sao conhecidas mais de 100 variantes de hemoglobina 
com mudangas de aminoacidos na cadeia (3. A maioria delas 
difere da cadeia P normal de hemoglobina A pela substitui¬ 
gao de um unico aminoacido. Alguns exemplos sao ilustra- 
dos na Fig. 13.9. Ja foram identificadas inumeras variantes 
do polipeptfdeo a. 

Os exemplos de hemoglobina mostram que a mutagao 
e um processo no qual mudangas na estrutura do gene, em 
geral mudangas em um ou alguns pares de bases, podem cau- 
sar mudangas nas seqliencias de aminoacidos dos produtos 
polipeptfdicos dos genes. Estas alteragoes na estrutura das 
protefnas, por sua vez, causam mudangas no fenotipo que 
sao reconhecidos como mutantes. 

Mutates em Humanos: Bloqueios em 
Via s Metabolicas 

No Cap. 11, discutimos o controle genetico de vias meta¬ 
bolicas, em que cada etapa em uma via e catalisada por uma 
enzima codificada por um ou mais genes. Quando ocorrem 
mutagoes em tais genes, eles em geral causam bloqueios me- 
tabolicos (veja Fig. 13.6) que levam a fenotipos anormais. 
Este quadro do controle genetico do metabolismo e valido 
para todos os organismos vivos, incluindo humanos (veja 
Enfoque Tecnico: Doen^a de lay-Sachs, uma Tragedia na 
Infancia). 

Podemos ilustrar os efeitos de mutagoes no metabolismo 
humano considerando praticamente qualquer via metabo- 
lica. Entretanto, o metabolismo dos aminoacidos aromati- 
cos fenilalanina e tirosina dao um exemplo especialmente 


Hbp 


Hbp 



Transcricao 


vAAAA/w G A G VWWVV A/WVW G U G WWWti 

| Traducao 


Polipeptfdeo aaj.g| u . a a 146 

(Cadeia beta normal de hemoglobina A) 


aa l. val . aa l 46 

(Cadeia beta defeituosa de hemoglobina S) 


Fig. 13.8 ■ A origem mutacional da 
hemoglobina falciforme (hemoglobina S). A 
mutagao que produziu o alelo Hbp S a partir 
do gene Hbp A foi a substituigao de um par de 
bases T-A por um par A-T, onde o filamento 
inferior do DNA e o filamento transcrito. O 
resultado e a substituigao do aminoacido 
acido glutamico na cadeia p da hemoglobina 
A pelo aminoacido valina presente na mesma 
posigao na hemoglobina S. 


ill 

































MUTACAO: EFEITOS FENOTIPICOS ■ 363 


Sequencia da cadeia beta de hemoglobina 



Fig. 13.9 ■ Algumas substitutes de aminoacidos 
que foram documentadas nas cadeias de (3-globina 
humana. Todos os exemplos mostrados resultaram 
de substitutes de um par de bases no gene de 
Hbp A (analoga a mostrada para a hemoglobina S 
na Fig. 13.8). Note que muitas das substitutes de 
aminoacidos envolvem mudangas de carga, muito 
embora apenas 5 dos 20 aminoacidos comuns 
tenham uma carga final em pH neutro. Substitute 
envolvendo mudangas de carga alteram a 
conformagao da protema mais frequentemente que 
outras substitutes de aminoacidos. Assim, tais 
substitutes mais provavelmente causam mudangas 
no funcionamento da proteina. 


bom porque alguns dos primeiros estudos de mutagoes em 
humanos revelaram bloqueios nessa via (Fig. 13.10). Feni- 
lalanina e tirosina sao aminoacidos essenciais necessarios 
para a sintese de proteinas. Eles nao sao sintetizados de 
novo em humanos, como o sao em microrganismos. Assim, 
ambos os aminoacidos devem ser obtidos de proteinas da 
dieta. 

O defeito herdado mais bem conhecido no metabolismo 
de fenilalanina-tirosina e a fenilcetonuria, que e causada pela 
ausencia de fenilalanina-hidroxilase, a enzima que converte 
fenilalanina em tirosina. Neonatos com fenilcetonuria, uma 
doenga autossomica recessiva, desenvolvem retardo mental 
grave se nao forem colocados em dieta pobre em fenilalanina 
(veja Cap. 4). O primeiro disturbio herdado na via metabo- 
lica de fenilalanina-tirosina a ser estudado em humanos foi 
a alcaptonuria, que e causada por mutagoes autossomicas 
recessivas que inativam a enzima oxidase do acido homo- 
gentisico. A alcaptonuria, que teve um papel importante na 
evolugao do conceito de gene, e discutida em Um Marco na 
Genetica: Garrod e os Erros Hereditarios do Metabolismo, 
no Cap. 4. 

Dois outros disturbios herdados sao causados por mu¬ 
tagoes em genes que codificam enzimas necessarias para o 
catabolismo da tirosina, ambos herdados como autossomi- 
cos recessivos. Tirosinose e tirosinemia resultam da falta das 
enzimas tirosina-transaminase e oxidase do acido p-hidro- 
xifenilpiruvico, respectivamente (Fig. 13.10). A tirosinose e 


muito rara; apenas alguns casos foram estudados. Pessoas 
com tirosinose apresentam aumentos acentuados nos mveis 
de tirosina no sangue e na urina e tern varias anomalias con- 
genitas. Pessoas com tirosinemia tern mveis elevados tanto 
de tirosina quanto de acido p-hidroxifenilpinivico no sangue 
e na urina. A maioria dos neonatos com tirosinemia morre 
dentro de seis meses apos o nascimento por insuficiencia 
hepatica. 

O albinismo, a ausencia de pigmentagao na pele, nos ca- 
belos e nos olhos, resulta de um bloqueio mutacional na 
conversao de tirosina para o pigmento escuro melanina. Um 
tipo de albinismo e causado pela ausencia de tirosinase, a 
enzima que catalisa a primeira etapa na sintese de melanina 
a partir de tirosina. Outros tipos de albinismo resultam de 
bloqueios em etapas subseqiientes na conversao de tirosina 
em melanina. O albinismo e herdado como uma caracteris- 
tica autossomica recessiva. Os heterozigotos geralmente tern 
mveis normais de pigmentagao. Portanto, dois albinos que 
tern mutagoes em genes diferentes produzirao filhos com 
pigmentagao normal. 

Assim, os estudos de uma unica via metabolica, do meta¬ 
bolismo de fenilalanina-tirosina, revelaram cinco disturbios 
herdados diferentes, todos causados por mutagoes em genes 
que controlam etapas nesta via. Exemplos similares do con- 
trole genetico do metabolismo podem ser obtidos exami- 
nando-se essencialmente qualquer outra via metabolica em 
humanos. 
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[NFOQUE JECNKO: Doenta de lay-Sachs, uma Iragedia na Infancia 


De todos os disturbios humanos herdados, um dos mais tragicos 
e a doenga de Tay-Sachs. As criangas homozigotas para o gene 
mutante que causa a doenta de Tay-Sachs sao normais ao nasci- 
mento. Entretanto, dentro de alguns meses, tornam-se hipersen- 
sfveis a barulhos altos e desenvolvem um ponto vermelho-cereja 
na retina do olho. Estes primeiros sintomas da doenga em geral 
nao sao detectados pelos pais e medicos. De seis meses a um 
ano apos o nascimento, criangas com Tay-Sachs comegam a sofrer 
uma degneragao neurologica progressiva que rapidamente resulta 
em retardo mental, cegueira, surdez e perda geral do controle das 
fungoes corporeas. Aos dois anos de idade, elas em geral estao to- 
talmente paralisadas e desenvolvem infecgoes respiratorias croni- 
cas. A morte geralmente ocorre aos tres a quatro anos de idade. 

Embora o defeito molecular responsavel pela doenga de Tay- 
Sachs seja conhecido, nao ha tratamento eficaz para o disturbio. 
O unico aspecto positivo da doenga de Tay-Sachs e que e rara na 
maioria das populagoes. Entretanto, isto e de pouco conforto para 
os judeus ashkenazi da Europa Central e seus descendentes. A do- 
enga de Tay-Sachs ocorre em cerca de 1 em 3.600 de seus filhos, e 
cerca de 1 em cada 30 adultos nestas populates judaicas portam o 
gene mutante no estado heterozigoto. Se duas pessoas destas po¬ 
pulates se casam, a chance de que ambas portem o gene mutante 
e de cerca de 1 em 1000 (0,033 x 0,033). Se ambos forem portado- 
res, em media, um quarto de seus filhos serao homozigotos para o 
gene mutante e desenvolverao a doenga de Tay-Sachs. 

A mutagao que causa a doenta de Tay-Sachs esta situada no 
gene HEXA, que codifica a enzima hexosaminidase A. Esta enzima 
atua em um lipfdeo complexo chamado de gangliosfdeo G^ cli- 
vando-o em um gangliosfdeo menor (G M3 ) e N-acetil-D-galactosa- 
mina, como mostrado na Fig. 1. 

A fungao do gangliosfdeo G ^2 e revestir as celulas nervosas, 
isolando-as de eventos que ocorrem nas celulas vizinhas, ace- 
lerando assim a transmissao de impulsos nervosos. Na ausencia 
da enzima que o quebra, o gangliosfdeo G M2 acumula-se e lite- 
ralmente encobre as celulas nervosas. Esse acumulo de lipfdeos 
complexos nos neurdnios bloqueia sua agao, provocando degene- 
raqao do sistema nervoso e finalmente paralisia. 

Embora a doenga de Tay-Sachs tenha sido descrita por Warren 
Tay em 1881 e a base bioqufmica seja conhecida ha mais de 20 
anos, ainda nao ha um tratamento eficaz para este tragico distur¬ 
bio. Embora alguns disturbios herdados possam ser tratados por 
terapia enzimatica, administrando a enzima ausente aos pacien- 


tes, este enfoque nao e factfvel na doenga de Tay-Sachs porque a 
enzima nao penetrara na barreira que separa as celulas cerebrais 
do sistema circulatorio. Alem disso, a terapia genica de celulas so- 
maticas, fornecendo copias funcionais do gene afetado a celulas 
somaticas (Cap. 17), no momento nao e possfvel porque nao ha 
procedimento estabelecido para introduzir genes em neuronios. 
De fato, os cientistas ainda nao sabem quais celulas nervosas sao 
responsaveis pela degeneragao neurologica que ocorre em crian- 
qas com a doenta. 

A doenga de Tay-Sachs pode ser detectada pre-natalmente 
por amniocentese (Cap. 6), e este procedimento tern sido am- 
plamente usado para diagnosticar o disturbio. Recentemente, foi 
desenvolvido um teste sensfvel de DNA que permite aos cientis¬ 
tas detectar o gene mutante que causa a doenta de Tay-Sachs 
no DNA isolado de uma unica celula (Cap. 17). Este teste de DNA 
foi usado para triar pre-embrioes de oito celulas produzidos por 
fertiliza<;ao in vitro para a mutaqao Tay-Sachs. Uma celula e usada 
para o teste de DNA e as outras sete conservam a capacidade de 
se desenvolver em um embriao normal quando implantadas no 
utero da mae. Apenas embrioes que dao um resultado normal 
- os que nao sao homozigotos para o gene mortal Tay-Sachs - sao 
implantados. Este procedimento permite a genitores que sao am¬ 
bos portadores do gene mutante ter filhos sem se preocupar com 
o nascimento de uma crian<;a com doenqa de Tay-Sachs. 

Gangliosfdeo G M2 : /V-acetil-D-galactosamina- 

(3-l,4-galactose-p-l,4-glicose-p-l,l-ceramida 

3 

i 

a-2 

i 

Acido N-acetilneuramfnico 

Hexosaminidase A ^ Doenca Tay-Sachs 

/V-acetil-D-galactosamina 

+ 

Gangliosfdeo G M3 : 

Galactose-p-1,4-glicose-p-l, 1-ceramida 
3 

i 

«-2 

i 

Acido /V-acetilneuraminico 

Fig.1 ■ O defeito metabolico em humanos na doenca de Tay-Sachs. 


Mutates Letais Condicionais: Instrumentos 
Poderosos para Estudos Geneticos 

De todas as mutagoes, de isoalelos a letais, as mutagoes 
letais condicionais sao as mais nteis para estudos geneticos. 
Constituem mutagoes que sao (1) letais em um ambiente, 


a condicao restritiva, mas sao (2) viaveis em um segundo 
ambiente, a condigao permissiva. As mutagoes letais condi¬ 
cionais permitem aos geneticistas identificar e estudar muta¬ 
goes em genes essenciais que resultam em perda completa de 
atividade do produto genico, mesmo em organismos haploi- 
des. Os mutantes que levam letais condicionais podem ser 
propagados em condigoes permissivas, e a informagao sobre 
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Oxidase do acido p-hidroxifenilpiruvico 


T 


Tirosinemia 



CH 2 CCOOH 


Acido 2,5-diidroxifenilpiruvico 
(acido homogentisico) 


Oxidase do acido homogentisico 
0 


4 


Alcaptonuria 


CH 3 CCH 2 COOH + HOOCHC=CHCOOH 
Acido acetoacetico Acido fumarico 


i 

i 


C0 2 + H 2 0 


Fig. 13.10 9! Disturbios humanos herdados com defeitos 
no metabolismo de fenilalanina-tirosina: fer Icetonuria. 
tirosinose, tirosinemia, alcaptonuria e albinismo. 

Todos os cinco disturbios sao causados por mutagoes 
autossomicas recessivas. As mutagdes. que resultam na 
smtese de enzimas inativas. bloqueiam o metabolismo de 
fenilalanina-tirosina nas etapas indicadas. 


as fungoes dos produtos genicos podem ser deduzidas es- 
tudando-se as conseqiiencias de sua ausencia nas condicoes 
restritivas. Mutagoes letais condicionais foram usadas para 
investigar uma grande gama de processos biologicos, desde 
o desenvolvimento ate a fotossmtese. 

As tres classes principals de mutantes com fenotipos letais 
condicionais sao (1) mutantes auxotroficos, (2) mutantes sen- 
siveis a temperatura e (3) mutantes sensiveis a supressores. 
Auxotroficos sao mutantes incapazes de sintetizar um me- 
tabolito essencial (aminoacido, purina, pirimidina, vitamina, 
e assim em diante) que e sintetizado por organismos tipo 
selvagem ou prototroficos da mesma especie. Os auxotroficos 
crescerao e se reproduzirao quando o metabolito e fornecido 
no meio (a condigao permissiva). Eles nao crescerao quando 


o metabolito essencial esta ausente (a condigao restritiva). 
Mutantes sensiveis a temperatura crescerao em uma tem¬ 
peratura e nao em outra. A maioria dos mutantes sensiveis 
a temperatura sao sensiveis ao calor. Entretanto, alguns sao 
sensiveis ao frio. A sensibilidade a temperatura geralmente 
resultii de aumento de labilidade a calor ou frio do produto 
genico mutante - por exemplo, uma enzima que e ativa em 
temperatura baixa mas parcial ou totalmente inativa em tem- 
peraturas mais altas. Ocasionalmente, apenas a smtese do pro¬ 
duto genico e sensivel a temperatura, e, uma vez feito, o pro¬ 
duto do gene mutante pode ser tao estavel quanto o produto 
genico tipo selvagem. Os mutantes sensiveis a supressor 
sao viaveis quando um segundo fator genetico, um supres¬ 
sor, esta presente, mas sao inviaveis na ausencia de supressor. 
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O gene supressor pode corrigir ou compensar o defeito no 
fenotipo que e causado pela mutagao sensivel a supressor, ou 
pode fazer com que o produto genico alterado pela mutagao 
nao seja essencial. Ja discutdmos uma classe de mutagoes sen¬ 
siveis a supressor, as mutagoes ambar , no Cap. 12. 

Agora, vamos considerar resumidamente como as mu- 
tag5es letais condicionais podem ser usadas para investigar 
processos biologicos - para dissecar processos biologicos em 
suas partes, ou etapas, individuals. Vamos comegar com uma 
via biossintetdca simples: 

Gene A Gene B 

I I 

Enzima A Enzima B 

Precursor X- > Intermediario Y-► Produto Z 

O intermediario Y e produzido a partir de um precursor X 
pela agao da enzima A, o produto do gene A , mas o interme¬ 
diario Y pode ser rapidamente convertido no produto Z pela 
enzima B, o produto do gene B . Sendo assim, o intermedi¬ 
ario Y pode estar presente em quantidades mmimas e ser 
diffcil de isolar e caracterizar. Entretanto, em um organismo 
mutante que tern uma mutagao no gene B , resultando na 
sintese de uma forma inadva da enzima B ou na ausencia da 
enzima B, o intermediario Y pode acumular-se em concen- 
tragoes muito altas, facilitando seu isolamento e caracteri- 
zagao. Similarmente, uma mutagao no gene A pode ajudar 
na identificagao do precursor X. Deste modo, a seqiiencia 
de etapas em determinada via metabolica em geral pode ser 
determinada. 

A morfogenese em organismos vivos ocorre em parte 
pela adigao seqiiencial de protemas a estruturas macro- 
moleculares para produzir as conformagdes tridimensio- 
nais finais, e a seqiiencia das adigoes de protemas em geral 
pode ser determinada isolando-se e estudando-se orga¬ 
nismos mutantes com defeitos nos genes que codificam as 
protemas envolvidas. Como uma mutagao apropriada eli- 


minara a atividade de um unico polipeptideo, as mutagoes 
fornecem uma poderosa ferramenta com a qual dissecar 
processos biologicos, dividindo os processos em etapas 
individual. 

O poder de resolugao da dissecgao mutacional de pro¬ 
cessos biologicos foi elegantemente documentado pela pes- 
quisa de Robert Edgar, Jonathan King, William Wood e 
colaboradores, que desenvolveram a via completa da mor¬ 
fogenese para o bacteriofago T4. Este processo complexo 
envoive os produtos de aproximadamente 50 dos cerca de 
200 genes no genoma de T4. Cada gene codifica uma pro- 
tefna estrutural do virus ou uma enzima que catalisa uma 
ou mais etapas na via morfogenetica. (1) Isolando linhagens 
mutantes do fago T4 com mutagoes sensiveis a tempera- 
tura e letais condicionais sensiveis a supressor em cada um 
de aproximadamente 50 genes e (2) usando microscopia 
eletronica e tecnicas bioquimicas para analisar as estruturas 
que se acumulam quando tais linhagens mutantes sao cul- 
tivadas em condigSes restritivas, Edgar, ICng, Wood e co¬ 
laboradores estabeleceram a via completa da morfogenese 
do fago T4 (Fig. 13.11). 

Muitos outros processos biologicos tambem foram 
bem-sucedidamente dissecados por estudos mutacionais. 
Exemplos incluem as cadeias de transporte de eletrons 
da fotossintese em plantas e as vias de fixagao de nitro- 
genio em bacterias. Atualmente, a dissecgao mutacional 
esta produzindo novos insights nos processos de diferen- 
ciagao e desenvolvimento em plantas e animais superiores 
(Cap. 22). Pesquisadores tambem estao usando mutagoes 
para dissecar comportamento e aprendizado em Droso¬ 
phila. Em principio, os cientistas devem ser capazes de 
usar mutagoes para dissecar qualquer processo cfue esta 
sob controle genetico. Cada gene pode passar por mu¬ 
tagao para um estado nao funcional. Assim, a dissecgao 
mutacional de processos biologicos e limitada apenas pela 
ingenuidade dos pesquisadores em identificar mutagoes 
dos tipos desejados. 



Fig. 13.11 ■ Mapa abreviado de morfogenese no bacteriofago T4. A cabega, a cauda e as fibras da cauda sao produzidas por ramos 
separados da via e sao entao unidas nos estagios finais da morfogenese. Os numeros identificam os genes de T4 cujos produtos sao 
necessarios em cada etapa na via. As sequences das primeiras etapas na formagao da cabega e da cauda sao conhecidas, mas foram omitidas 
aqui para manter o diagrama conciso. 
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■ PONTOS iMPORTANTES 

Os efeitos de mutagoes sobre os fenotipos de organismos vi¬ 
vos variam de mudangas pequenas a letais. 

A maioria das mutagoes exercem seus efeitos sobre o fenotipo 
alterando as sequencias de aminoacidos de polipeptfdeos, os 
produtos primarios dos genes. 

Os polipeptfdeos mutantes, por sua vez, causam bloqueios em 
vias metabolicas. 

As mutagoes letais condicionais fornecem instrumentos pode- 
rosos com os quais dissecar processos biologicos. 


A BASE MOLECULAR DA MUTAGAO 

As mutagoes alteram as sequencias de nucleotfdeos dos 
genes de varios modos - por exemplo, a substituigao de 
um par de bases por outro ou a delegao ou adigao de 
um ou alguns pares de bases. 

Quando Watson e Crick descreveram a estrutura de 
dupla helice do DNA e propuseram sua replicagao semi- 
conservativa com base no pareamento especifico de bases 
para explicar a transmissao precisa da informagao genetica 
de geragao a geragao, eles tambem propuseram um meca- 
nismo para explicar a mutagao espontanea. Watson e Crick 
indicaram que as estruturas das bases no DNA nao sao es- 
taticas. Os atomos de hidrogenio podem mover-se de uma 
posigao em uma purina ou pirimidina para outra posigao 
- por exemplo, de um grupo amino para um anel de ni- 
trogenio. Tais flutuagoes qufmicas sao chamadas mudangas 
tautomericas. Embora mudangas tautomericas sejam raras, 
elas podem ser de consideravel importancia no metabolismo 
do DNA porque algumas alteram o potencial de pareamento 
das bases. As estruturas dos nucleotfdeos que discutimos no 
Cap. 9 sao as formas comuns mais estaveis nas quais adenina 
sempre faz par com timina e guanina sempre faz par com 
citosina. As formas ceto mais estaveis de timina e guanina 
e as formas amino de adenina e citosina podem raramente 
sofrer mudangas tautomericas para as formas menos estaveis 
enol e imino, respectivamente (Fig. 13.12). Seria esperado 
que as bases existissem em suas formas tautomericas menos 
estaveis por apenas curtos perfodos dc tempo. Entretanto, 
se uma base existe na forma rara no momento em que esta 
sendo replicada ou sendo incorporada a uma cadeia de DNA 
nascente, resultara uma mutagao. Quando as bases estao 
presentes em seus raros estados imino ou enol, elas podem 
formar pares de bases adenina-citosina e guanina-timina 
(Fig. 13.13^). O efeito final de tal evento, e a subseqiiente 
replicagao requerida para segregar o par de bases pareado 
errado, e uma substituigao A-T para G-C ou G-C para A-T 
(Fig. 13.13*). 

xVlutagoes que resultam de mudangas tautomericas nas 
bases do DNA envolvem a substituigao de uma purina em 
um filamento do DNA por outra purina e a substituigao de 
uma pirimidina no filamento complementar por outra piri- 
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Fig. 13.12 ■ Formas tautomericas das quatro bases comuns no 
DNA. As mudangas nos atomos de hidrogenio entre as posigoes de 
numero 3 e 4 das pirimidinas e entre as posigoes de numero 1 e 6 das 
purinas mudam seu potencial de pareamento de bases. 


midina. Tais substituigoes de pares de bases sao chamadas 
transigoes. Substituigoes de pares de bases envolvidas na 
substituigao de uma purina por uma pirimidina e vice-versa 
sao chamadas transversoes. Existem tres substituigoes, uma 
transigao e duas transversoes, possfveis para cada par de ba¬ 
ses. Sao possfveis um total de quatro transigoes diferentes 
e oito transversoes diferentes (Fig. 13.1%). Outro tipo de 
mutagao de ponto envolve a adigao ou delegao de um ou 
alguns pares de bases. Adigoes e delegoes de pares de bases 
sao coletivamente chamadas mudangas de matriz de lei- 
tura porque alteram a matriz de leitura de todas as trincas 
de pares de bases (trincas de DNA que especificam codons 
no mRNA e aminoacidos no produto polipeptfdico do gene) 
nos genes que estao distais ao sftio no qual ocorreu a muta¬ 
gao (Fig. 13.1%). 
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(a) Pares de bases com pontes de hidrogenio A-C e G-T que se formam quando 
citosina e guanina estao em suas formas tautomericas raras imino e eno . 
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.Tr^rd. adenina durante a replied seguint. ,3 para 4). O r.suit.do 

final e uma substituigao de par de bases G-C para A-T. 


Todos os tres tipos de mutacoes de ponto - transigoes, 
transversoes e mudangas de matriz de leitura — estao pre- 
sentes entre mutagoes de ocorrencia espontanea. Uma sur- 
preendente grande proporgao de mutagoes espontaneas que 
foram estudadas sao adigoes e delegoes de um unico par de 
bases, e nao substituigoes de pares de bases. Estas mudangas 
de matriz de leitura quase sernpre resultam na sintese de 
produtos genicos proteicos nao funcionais. 

Embora ainda reste rnuito a ser aprendido sobre as causas, 
os mecanismos moleculares e a freqiiencia das mutagoes es¬ 
pontaneas, os tres fatores principals sao (1) a precisao da ma- 
quinaria de replicagao do DNA, (2) a eficiencia dos mecanis¬ 
mos que se desenvolveram para reparo do DNA danificado e 
(3) o grau de exposigao a agentes mutagenicos presentes no 
ambiente. Perturbagoes do aparelho de replicagao do DNA 


ou de sistetnas de reparo do DNA, ambos sob controle ge- 
netico, mostraram-se como causadoras de grandes aumentos 
nas taxas de mutagao. 


Mutacoes Induzidas 

Muitas mutagoes de ocorrencia natural foram identificadas e 
estudas pelos primeiros geneticistas. Entretanto, a ciencia da 
genetica mudou rnuito em 1927 quando Hermann J. Muller 
descobriu que os raios X induziam mutagoes em Drosophila. 
A. capacidade de induzir mutagoes abriu as portas para um 
enfoque totalmente novo da analise genetica. Geneticistas 
agora podem induzir mutagoes em genes de interesse e en- 
tao esmdar os efeitos da falta dos produtos genicos. Dis- 



































(a) Podem ocorrer doze substituicoes diferentes de bases no DNA. 


Adicao de par de bases C-G - 
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mRINA 


Tipo selvagem 

T 1 I l I I M | | | | | | |- 

ATGAAAGGGCCCTTT etc. 


AUGAftAGGl^CCCUULIelc 


Codon Codon Codon Codon Codon 
1 2 3 4 5 

Polipeptideo Met — Lis — Gli — Pro — Fen — etc. 


Mutante 

J i i i i i I I I I I I I I I I 

AT GAAACGGGCCCTTT 

TACTTTGCCCGGGAAA 

1 ... . 


Filamento 

transcrito 


A^GAAACGGGCCCUU 


Codon Codon Codon Codon Codon 
1 2 3 4 5 

Met—Lis— Arg — Ala — Leu — 


(b) um ,? u dois Pares de bases alteram a matriz 

de leitura do gene distal ao sitio da mutacao. 


etc. 

etc. 


etc. 


etc. 


Fig. 13.14 ■ Tipos de mutaqoes de ponto 
que ocorrem no DNA: (a) substitutes de 
bases e (b) mudan<^a de matriz de leitura. 
(a) As substitutes de bases incluem 
quatro transi^oes (purina por purina e 
pirimidina por pirimidina; setas verdes) e 
oito transversoes (purina por pirimidina e 
pirimidina por purina; setas azuis). ( b) Urn 
gene mutante (alto, a direita) foi produzido 
pela inser<;ao de urn par de bases C-G 
entre o sexto e o setimo par de bases do 
gene tipo selvagem (em cima, a esquerda). 
Essa inserqao altera a matriz de leitura 
desta parte do gene distal a mutaqao, 
em relaqao a dire<;ao da transcri<;ao e da 
traduqao (esquerda para a direita, como 
no diagrama). A mudanqa na matriz de 
leitura, por sua vez, altera todos os codons 
no mRNA e todos os aminoacidos no 


cutimos a engenhosa demonstrate de Muller de mutagoes 
induzidas por raios X no cromossomo X de Drosophila em 
Lm Marco na Genetica: Muller Demonstrou que os Raios 
X Sao Mutagenicos. Ele recebeu o Premio Nobel de Fisio- 
logia ou Medicina em 1946 por esta descoberta. Trabalhos 
subseqiientes mostraram que os raios X sao mutagenicos em 
todos os organismos e que muitos outros agentes - fisicos, 
qufmicos e elementos geneticos de transposicao - sao simi- 
larmente mutagenicos. 

Os raios X tern muitos efeitos sobre tecidos vivos. Por- 
tanto, mutagoes induzidas por raios X dao poucas infor- 
magoes sobre os mecanismos moleculares pelos quais sao 
produzidas mutagoes. A descoberta de mutagenos qufmicos 
com efeitos especfficos sobre o DNA levaram a melhor com- 
preensao do processo de mutagao em nfvel molecular. 

O gas mostarda (mostarda sulfurada) foi a primeira subs- 
tancia qufmica demonstrada como mutagenica. Charlotte 
Auerbach e seus colaboradores descobriram os efeitos mu¬ 
tagenicos do gas mostarda e compostos correlatos durante 
a Segunda Guerra Mundial. Entretanto, devido ao uso po- 
tencial do gas mostarda na guerra quimica, o governo bri- 
tanico colocou seus resultados em uma lista secreta. Assim, 
Auerbach e colaboradores nao puderam nem publicar seus 
resultados nem discuti-los com outros geneticistas ate o fim 


da guerra. Os compostos que eles estudaram sao exemplos 
de uma grande classe de mutagenos qmmicos que transfe- 
rem grupos alquila (CH3-, CH 3 CH 2 -, etc.) para as bases 
no DNA. Assim, eles sao chamados de agentes alquilantes. 
Como os raios X, o gas mostarda exerce muitos efeitos sobre 
o DNA. Mais tarde, foram descobertos mutagenos qufmicos 
que tern efeitos especfficos sobre o DNA (Fie. 13.15). 

Mutates Induzidas por Substancias Quimicas 

Os mutagenos qufmicos podem ser divididos em dois gru¬ 
pos: (1) os que sao mutagenicos para o DNA replicante e nao 
replicante, tais como os agentes alquilantes e o acido nitroso; 
e (2) os que sao mutagenicos apenas para o DNA replicante^ 
tais como analogos de bases - purinas e pirimidinas com es- 
truturas similares as bases normais no DNA. Os analogos de 
bases devem ser incorporados as cadeias de DNA no lugar 
das bases normais durante replicagao para exercer seus efei¬ 
tos mutagenicos. O segundo grupo de mutagenos tambem 
indui os corantes acridina, que se intercalam no DNA e 
aumentam a probabilidade de erros durante a replicagao. 

Os analogos de bases mutagenicos tem estruturas simi¬ 
lares as bases normais e sao incorporados ao DNA durante 
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Fig. 13.15 ■ Alguns potentes mutagenos quimicos. 


replicagao. Entretanto, snas estruturas sao suficientemente 
diferentes das bases normais no DNA aumentando a fre- 
quencia de pareamentos errados, e assim mutagao, durante 
a replicagao. Os dois analogos de bases mais comumente 
usados sao 5-bromouracil e 2-aminopurina. A pirimidina 5- 
bromouracil e um analogo de timina. O bromo na posigao 5 
e similar em muitos aspectos ao grupo media (-CH 3 ) na po¬ 
sigao 5 na timina. Entretanto, o bromo nesta posigao muda 
a distribuigao de carga e aumenta a freqiiencia de mudangas 
tautomericas (veja Fig. 13.12). Na sua forma ceto mais esta- 
vel, 5-bromouracil faz par com adenina. Apos uma mudanga 
tautomerica para sua forma enol, 5 -bromouracil faz par com 
guanina (Fig. 13.16). O efeito mutagenico da 5-bromouracil 
e o mesmo que o previsto para mudangas tautomericas em 
bases normais (veja Fig. 13.137?), ou seja, transigdes. 

Se 5-bromouracil estiver presente em sua forma enol me- 
nos ffeqiiente como um trifosfato de nucleosfdeo na epoca 
de sua incorporagao a um filamento nascente de DNA, ela 
sera incorporada em oposigao a guanina no filamento molde 
e ira causar uma transigao G-C A-T (Fig. 13.17*). Se, 
entretanto, 5-bromouracil for incorporada em sua forma 
ceto mais freqiiente em oposigao a adenina (em lugar de 
timina) e soffer uma mudanga tautomerica para sua forma 
enol durante uma replicagao subseqiiente, ela causara uma 
transigao A-T —> G-C (Fig. 13.177?). Assim, 5-bromouracil 
induz transigoes em ambos os sentidos, A-T G-C. Uma 
conseqiiencia importante da bidirecionalidade de transigoes 
induzidas por 5-bromouracil e que mutagoes originalmente 
induzidas por este analogo de timina tambem podem induzir 
uma mutagao reversa para o tipo selvagem com 5 -bromou¬ 
racil. 2-Aminopurina atua de modo similar mas e incorpo¬ 
rada em lugar de adenina ou guanina. 


O acido nitroso (HNO 2 ) e um potente mutageno que 
atua no DNA replicante ou nao replicante. O acido nitroso 
causa desaminagao oxidativa de grupos amino em adenina, 
guanina e citosina. Esta reagao converte os grupos amino 
em grupos ceto e muda o potencial de pontes de hidrogenio 
das bases modificadas (Fig. 13.18). A adenina e desaminada 
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(a) 5-Bromouracil: par de bases com adenina. 
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(b) 5-Bromouracil: par de bases com guanina. 

Fig. 13.16 ■ Pareamento de bases entre 5-bromouracil e 
(a) adenina ou ( b) guanina. 
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Efeito da forma enol de 5-bromouracil durante: 


(a) Incorporacao 
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Fig. 13.17 ■ Os efeitos mutagenicos de 5-bromouracil. (a) Quando 
5-bromouracil (BU) esta presente em sua forma enol menos frequente 
(laranja) na epoca da incorporacao ao DNA, ela induz transigoes 
G-C _> a-T. (fc>) Quando 5-bromouracil e incorporada ao DNA em sua 
forma ceto mais comum (azul) e muda para sua forma enol durante 
uma replicacao subsequente, ela induz transudes A-T -» G-C. Assim, 
5-bromouracil pode induzir transigoes em ambos os sentidos, 

A-T G-C. 


em hipoxantina, que faz par de bases com citosina e nao com 
timina. Citosina e convertida em uracil, que faz par de bases 
com adenina em vez de guanina. A desaminagao de guanina 
produz xantina, mas xantina, como a guanina, faz par de 
bases com citosina. Assim, a desaminagao de guanina nao 
e mutagenica. Como a desaminagao de adenina resulta em 
transigoes A-T -» G-C e a desaminagao de citosina produz 
transigSes G-C -> A-T, o acido nitroso induz transigoes em 
ambos os sentidos — A-T G-C. Como resultado, muta- 


goes induzidas pot acido nitroso tambem induzem retromu- 
tagao para o tipo selvagem pelo acido nitroso. 

Os corantes acridina tais como proflavina (Fig. 13.15), 
acridina-laranja e toda uma serie de compostos correlatos 
sao mutagenos potentes que induzem mudangas de matnz 
de leitura (veja Fig. 13.14/;). As acridinas de carga positiva 
intercalam-se entre os pares de bases empilhados no DNA 
(Fig. 13.19). Desta forma, elas aumentam a rigidez e alte¬ 
ram a conformagao da dupla helice, causando inclinagoes ou 
dobras na molecula. Quando moleculas de DNA contendo 
acridinas intercaladas se replicam, ocorrem adigoes e dele- 
goes de um a tres pares de bases. Como podemos esperar, 
essas pequenas adigoes e delegoes, geralmente de um tinico 
par de bases, resultam em matrizes de leitura alteradas para a 
parte do gene distal a mutagao (veja Fig. 13.14//). Assim, mu- 
tagSes induzidas por acridina em geral resultam em produtos 
genicos nao funcionais. 

Agentes alquilantes sao substancias que doam grupos 
alqudaa outras moleculas. Eles incluem a mostarda nitroge- 
nada e o metil e etil metano sulfonato (MMS e EMS) (Fig. 
13.15), substancias que tem varios efeitos sobre o DNA. Os 
agentes alquilantes induzem todos os tipos de mutagbes, 
incluindo transigoes, transversoes, mudangas de matriz de 
leitura e mesmo anomalias cromossomicas, com freqiiencias 
relativas que dependem da reatividade do agente envolvido. 
Um mecanismo de mutagenese por agentes alquilantes en- 
volve a transferencia de grupos media ou etila para as bases, 
resultando em potenciais de pareamento de bases alterados. 
Por exemplo, EiVIS causa etilagao das bases no DNA nas 
posigoes 7-N e 6-0. Quando e produzida 7-etilguanina, ela 
faz pares de bases com timina para causar transigoes G-C 
A-T. Outros produtos de alquilagao de bases ativam pro- 
cessos de reparo do DNA propensos a erro que introdu- 
zem transigoes, transversoes e mudangas de matriz de leitura 
durante o processo de reparo. Alguns agentes alquilantes, 
particularmente agentes alquilantes disfuncionais (aqueles 
com dois grupos alquila reativos), fazem ligagoes cruzadas 
de filamentos ou moleculas de DNA e induzem quebras 
cromossomicas, que resultam em varios tipos de anomalias 
cromossomicas (Cap. 6). Os agentes alquilantes como uma 
classe exibem, portanto, menos efeitos mutagenicos especifi- 
cos do que os analogos de bases, acido nitroso ou acridinas. 

Em contraste com a maioria dos agentes alquilantes, o 
agente hidroxilante hidroxilamina (NH 2 OH) exerce um 
efeito mutagenico especifico. Ele induz apenas transigoes 
G-C -» A-T. Quando o DNA e tratado com hidroxilamina, 
o grupo amino da citosina e hidroxilado. A hidroxilamina- 
citosina resultante faz par de bases com adenina, resultando 
em transigoes G-C —^ A-T. Devido a sua especibcidade, a 
hidroxilamina tem sido muito util em classificar mutagoes 
de transigao. As mutagoes que sao induzidas para reverter 
ao tipo selvagem pelo acido nitroso ou analogos de bases, e 
portanto foram originalmente causadas por transigoes, po- 
dem ser divididas em duas classes com base em sua reversibi- 
lidade com hidroxilamina. (1) Aquelas com um par de bases 
A-T no sitio mutante nao serao induzidas para reverter por 
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Fig. 13.18 ■ O acido nitroso induz mutagoes 
por desaminagao oxidativa das bases no DNA. 
O acido nitroso converte (a) adenina em 
hipoxantina, causando transiqoes A-T —» G-C; 
lb) citosina em uracil, causando transudes 
G-C -> A-T; e (c) guanina em xantina, que nao 
e mutagenica. Juntos, os efeitos do acido 
nitroso sobre adenina e citosina explicam sua 
capacidade de induzir transudes em ambos os 
sentidos, A-T <-» G-C. 


hidroxilamina. (2) Aquelas com um par de bases G-C no 
sitio mutante serao induzidas a reverter por hidroxilamina. 
Assim, a hidroxilamina pode ser usada para determinar se 
uma mutagao em particular era uma transicao A-T —> G-C 
ou G-C —> A-T. 



Fig. 13.19 ■ Intercalagao de proflavina na dupla helice de DNA. 
Estudos de difragao de raios X mostraram que estes corantes de 
acridina de carga positiva ficam inseridos entre os pares de bases 
empilhados. 


Mutacoes Induzidas por Radia^ao 

Uma parte do espectro eletromagnetico (Fig. 13.20) com 
comprimentos de onda menores e energia mais alta que a 
luz visivel e subdividida em radiacao ionizante (raios X, 
raios gama e raios cosmicos) e radiagao nao ionizante (luz 
ultravioleta). As radiagoes ionizantes sao de alta energia e sao 
uteis para diagnostico medico porque penetram nos tecidos 
vivos a distancias substantial. No processo, esses raios de 
alta energia colidem com atomos e causam a liberagao de 
eletrons, criando radicais livres ou ions de carga positiva. Os 
ions, por sua vez, colidem com outras moleculas e causam a 
liberagao de eletrons adicionais. O resultado e que se forma 
um cone de ions ao longo da via de cada raio de alta energia 
a medida que ele passa atraves dos tecidos. Este processo de 
ionizagao e induzido por raios X originados em maquinas. 
por protons e neutrons bem como pelos raios alfa, beta e 
gama liberados por isotopos radioativos tais como "P, S e 
o uranio -2 38 usado em reatores nucleares. 

Os raios ultravioleta, tendo menos energia que as radia¬ 
goes ionizantes, penetram apenas na camada superficial de 
celulas em plantas e animais superiores e nao causam io- 
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Fig. 13.20 ■ O espectro 
eletromagnetico. 


nizaqao. Os raios ultravioleta dissipam sua energia para os 
atomos que eles encontram, elevando os eletrons nas orbitas 
mais externas para niveis energeticos mais altos, um estado 
chamado excitaqao. As moleculas contendo atomos em for¬ 
mas ionicas on estados excitados sao quimicamente mais re- 
ativas que aquelas contendo atomos em seus estados normais 
estaveis. A reatividade aumentada dos atomos presentes em 
moleculas de DNA e responsavel pela maioria da mutageni- 
cidade da radiagao ionizante e da luz ultravioleta. 

Os raios X e outras formas de radiagao ionizante sao 
quantificados em unidades roentgen (r), que sao medidas 
do numero de ionizagoes por unidade de volume em um 
conjunto padrao de condigoes. Especificamente, uma uni- 
dade roentgen e uma quantidade de radiagao ionizante que 
produz 2,083 X 10 9 pares de Ions em um centimetre cubico 
de ar a 0°C e em pressao de 760 mm de mercurio. Note que 
a dose de radiagao em unidades roentgen nao envolve uma 
escala de tempo. A mesma dose pode ser obtida por baixa in- 
tensidade de irradiagao durante longo periodo de tempo ou 
alta intensidade de irradiagao por curto periodo de tempo. 
Este ponto e importante porque na maioria dos estudos a 
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Fig. 13.21 ■ Correlates entre dose de irradiagao e frequencia 
de mutagao em Drosophila. 


frequencia de rnutagoes de ponto induzidas e diretamente 
proporcional a dose de irradiagao (Fig. 13.21). Por exemplo, 
raios X em espermatozoides de Drosophila causam aumento 
de aproximadamente 3% na taxa de mutagao para cada 1 .000 
r de aumento na dose de irradiagao. Esta correlacao lin ear 
mostra que a indugao de mutagoes por raios X exibe uma 
cinetica de single-hit , o que significa que cada mutagao re- 
sulta de um unico evento de ionizagao. Isto e, cada ionizacao 
tern uma probabilidade fixa de induzir uma mutagao em um 
conjunto padrao de condigoes. 

Qual o nivel seguro de irradiagao? O desenvolvimento e 
o uso da bomba atomica e os acidentes em usinas nucleares 
criaram uma preocupagao sobre exposigao a radiagoes ioni- 
zantes. A correlagao linear entire taxa de mutagao e dose de 
irradiagao indica que nao existe nivel seguro de irradiagao. Os 
resultados indicam que, quanto maior a dose de irradiagao, 
maior a taxa de mutagao, e quanto menor a dose, menor a taxa 
de mutagao. Mesmo niveis muito baixos de irradiagao tern 
alguma probabilidade, baixa mas real, de induzir mutagoes. 

Em espermatozoides de Drosophila , a irradiagao cronica 
(baixos niveis de irradiagao por longos periodos de tempo) e 
tao eficaz em induzir mutagoes quanto a irradiagao aguda (a 
mesma dose total de irradiagao ministrada em alta intensidade 
por curtos periodos de tempo). Entretanto, em camundon- 
gos, a irradiagao cronica resulta em menos mutagoes que a 
mesma dose de irradiagao aguda. Alem disso, quando camun- 
dongos sao tratados com doses intermitentes de irradiagao, a 
fiequencia de mutagao e levemente menor do que quando sao 
tratados com a mesma quantidade total de irradiagao em uma 
dose contfnua. A resposta diferencial de moscas-das-frutas 
e mamiferos a irradiagao cronica parece resultar de diferen- 
gas na eficiencia com que estas especies reparam danos ao 
DNA induzidos por irradiagao. Os mecanismos de reparo 
podem existir em espermatogonias e ovocitos de mamiferos 
mas que nao funcionam em espermatozoides de Drosophila. 
Entretanto, devemos destacar que todos estes tratamentos 
de irradiagao sao mutagenicos, embora em graus diferentes, 
tanto em Drosophila quanto em mamiferos. 

A radiagao ionizante tambem induz grandes mudangas na 
estrutura do cromossomo, incluindo delegoes, duplicagoes, 
inversoes e translocagoes (Cap. 6 ). Essas anomalias cromos- 
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somicas resultam de quebras cromossomicas induzidas por 
radiagao. Como tais anomalias requerem duas quebras cro¬ 
mossomicas, elas apresentam uma cinetica de dois eventos, e 
nao de um evento, como a observada em mutagoes de ponto. 

A radiagao ultravioleta (UV) nao possui energia sufi- 
ciente para induzir ionizagoes. Entretanto, ela e prontamente 
absorvida por muitas moleculas organicas tais como purinas e 
pirimidinas no DNA, que entao entram em um estado mais 
reatdvo, ou excitado. Os raios LA 7 penetram apenas levemente 
nos tecidos. Assim, em organismos muldcelulares, apenas as 
camadas de celulas da epiderme geralmente sao expostas aos 
efeitos da UV. Entretanto, a luz ultravioleta e um potente 
mutageno para organismos unicelulares. A absorgao maxima 
de UV pelo DNA esta em um comprimento de onda de 254 
nm. Mutagenicidade maxima tambem ocorre em 254 nm, su- 
gerindo que o processo de mutagao induzido por UV e dire- 
tamente mediado pela absorgao de UV por parte de purinas 
e pirimidinas. Estudos in vitro mostram que as pirimidinas 
absorvem fortemente a 254 nm e, como resultado, tornam-se 
muito reativas. Dois produtos importantes da absorgao de UV 
pelas pirimidinas (timina e citosina) sao os hidratos de pirimi- 
dina e os dimeros de pirimidina (Fig. 13.22). Os dimeros de 
timina causam mutagoes de dois modos. (1) Os dimeros per- 
turbam a estrutura das duplas helices de DNA e interferem 
na replicagao precisa do DNA. (2) Ocorrem erros durante os 
processos celulares que reparam defeitos no DNA, tais como 
dimeros de timina induzidos por UV (veja a segao Mecanis- 
mos de Reparo do DNA, mais adiante neste capitulo). 

Mutagoes Induzidas por Elementos 
Geneticos de Transposigao 

Os organismos vivos contem marcantes elementos de DNA 
que podem mover-se de um local no genoma para outro. 


Esses transposons, ou elementos geneticos de transposigao, 
sao o assunto do Cap. 18. A insergao de um transposon em 
um gene em geral torna o gene nao funcional (Fig. 13.23). 

Se o gene codifica um produto importante, provavelmente 
resultara um fenotipo mutante. Os geneticistas agora sabem 
que muitos dos mutantes classicos de milho, Drosophila , E. 
coli e outros organismos foram causados pela insergao de 
elementos geneticos de transposigao em genes importantes 
(veja Fig. 18.21). De fato, o alelo wrinkled , de Mendel, em 
ervilhas (Cap. 3) e a primeira mutagao (w 1 ) causando olhos 
brancos em Drosophila (Cap. 5) ambos resultam da insergao 
de elementos de transposigao. Veja Cap. 18 para detalhes 
adicionais sobre os mecanismos pelos quais os transposons 
se movem e, no processo, produzem mutagoes. 

Repeti^es Expandidas de Trinucleotideos e 
Doen^as Humanas Herdadas 

Todos os tipos de mutagoes discutidas nas segoes anteriores 
deste capitulo ocorrem em human os. Alem disso, ocorre ou¬ 
tro tipo de mutagao que esta associada a doengas humanas. 
As seqiiencias repetidas de um a seis pares de nucleotideos 
sao conhecidas como repetigoes simples em tandem. Eus 
repetigoes estao dispersas pelo genoma humano. As repe¬ 
tigoes de tres pares de nucleotideos, repetigoes de trinu¬ 
cleotideos, podem aumentar em numero de copias e causar 
doengas herdadas em humanos. Varios trinucleotideos com- 
provadamente sofrem tais aumentos no numero de copias. 
As repetigoes expandidas do trinucleotideo CGG no sitio 
FRAXA do cromossomo X sao responsaveis pela sindrome 
do X fragil, a forma mais comum de retardo mental herdado 
em humanos (Cap. 5). Cromossomos X normais contem de 
6 a cerca de 50 copias da repetigao CGG no sitio FRAXA. 
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Fig. 13.22 ■ Fotoprodutos de pirimidina de 
irradiagao UV. (a) Hidrolise de citosina para a forma 
hidrato que pode causar pareamento errado de 
bases durante a replicagao. (b) Ligagao cruzada ce 
moleculas adjacentes de timina para formar d tneffos 
de timina, que bloqueiam a replicagao do DN- 
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Fig. mi m Mecanismo de mutagao induzida por transposon. A 
insergao de um elemento genetico de transposicao (vermelho) em 
um gene tipo selvagem (a esquerda) geralmente torna o gene nao 
funcional (a direita). Um produto genico truncado em geral resulta 
de sinais de termino de transcricao ou traducao, ou ambos, situados 
dentro do transposon. 


Cromossomos X mutantes content ate 1.000 copias da repe- 
tigao em tandem CGG neste sitio. 

As repetigoes dos trinucleotfdeos CAG e CTG estao en- 
volvidas em varias doengas neurologicas herdadas, incluindo 
doenga Huntington (discutida em detalhes no Cap. 17), 
distrofia miotonica, doenga Kennedy, atrofia palidoluisiana 
dentatorrubral, doenga Alachado-Joseph e ataxia espinoce- 
rebelar. Em todos estes disturbios neurologicos, a gravidade 
da doenga esta correlacionada com o numero de copias do 
trinucleotideo - quanto maior o numero de copias, mais gra¬ 
ves os sintomas da doenga. Alem disso, os trinucleotfdeos 
expandidos associados a estas doengas sao instaveis em celu- 
las somaticas e entre geragoes. Essa instabilidade da origem 
ao fenomeno da antecipagao, que e o aumento da gravidade 
da doenga ou o estagio mais cedo de infcio que ocorre em 
geragoes sucessivas a medida que o numero de copias do 
trinucleotideo aumenta. O mecanismo de expansao do tri- 
nucleotfdeo e desconhecido. 

mm P0NT0SIMPORTANTES 

■ Mutagoes sao induzidas por substancias quimicas, irradiagao 
ionizante, luz ultravioleta e elementos geneticos de transposi- 
gao endogenos. 

■ As mutagoes de ponto sao de tres tipos: (1) transigoes - substi¬ 
tutes de purina por purina e de pirimidina por pirimidina; (2) 
transversoes - substitutes de purina por pirimidina e pirimi¬ 
dina por purina; e (3) mudangas de matriz de leitura - adigoes 
ou delegoes de um ou dois pares de nucleotfdeos, o que altera 
a matriz de leitura do gene distal ao sitio da mutagao. 

■ Varias doengas hereditarias humanas sao causadas por repeti¬ 
goes expandidas de trinucleotfdeos. 


TRIAGEM DE SUBSTANCIAS QUIMICAS 
QUANTO A MUTAGENICIDADE: 

0 TESTE DE AMES 

O teste de Ames fornece um metodo simples e barato 
de detectar a mutagenicidade de substancias quimicas. 

Agentes mutagenicos tambem sao carcinogenos, isto 
e, eles induzem canceres. A caracteristica que as centenas de 
tipos de cancer tern em comum e que as celulas malignas con¬ 
tinuant a se dividir apos a divisao celular ter parado em celulas 
normais. Logicamente, a divisao celular, como todos os ou- 
tros processos biologicos, esta sob controle genetico. Genes 
especfficos codificam produtos que regulam a divisao celular 
em resposta a sinais intracelulares, intercelulares e ambien- 
tais. Quando tais genes passam por mutagao para estados nao 
funcionais, as vezes resulta uma divisao celular descontrolada. 
Claramente, desejamos evitar exposigao a agentes mutageni¬ 
cos e carcinogenicos. Entretanto, nossa sociedade tecnolo- 
gica depende de uma ampla utilizagao de substancias quimicas 
tanto na indiistria quanto na agricultura. Centenas de subs¬ 
tancias quimicas novas sao produzidas a cada ano, e a mutage¬ 
nicidade e a carcinogenicidade destas substancias precisam ser 
avaliadas antes que seu uso se torne generalizado. 

Tradicionalmente, a carcinogenicidade de substancias 
quimicas tern sido testada em roedores, em geral camun- 
dongos neonatos. Estes estudos envolvem procedimentos de 
alimentagao ou injegao com as substancias que, estao sendo 
testadas e subseqiientemente exame dos animais quanto a 
tumores. Os testes de mutagenicidade sao feitos de modo 
similar. Entretanto, como a mutagao e um evento de baixa 
freqiiencia e como a manutengao de grandes populagoes de 
roedores e muito cara, os testes tern sido relativamente in- 
sensiveis; isto e, baixos niveis de mutagenicidade podem nao 
ser detectados. 

Bruce Ames e colaboradores desenvolveram tecnicas sen- 
siveis que permitem testar rapidamente a mutagenicidade de 
grandes numeros de substancias e a um custo relativamente 
baixo. Ames e colaboradores construiram linhagens auxo- 
troficas da bacteria Salmonella typhimurium que leva varios 
tipos de mutagoes - transigoes, transversoes e mudangas de 
matriz de leitura - em genes necessarios para a biossintese 
do aminoacido histidina. Eles monitoraram a reversao des- 
tes mutantes auxotroficos para prototroficos colocando um 
numero conhecido de bacterias mutantes em um meio sem 
histidina e registrando o numero de colonias produzidas 
por revertentes prototroficos. Como algumas substancias 
sao mutagenicas apenas para o DNA replicante, eles adi- 
cionaram uma pequena quantidade de histidina ao meio, o 
suficiente para permitir algumas divisoes celulares mas nao 
a formagao de colonias. Eles dosaram a mutagenicidade de 
uma substancia comparando a freqiiencia de reversao em 
sua presenga com a freqiiencia de reversao espontanea (Fig. 
13.24). Eles avaliaram sua capacidade de induzir tipos dife- 






















176 ■ MUTAQAO, REPARO DO DNA E RECOMBINA^AO 




o 

Isolar enzimas 
de figado de rato. 




© 

Preparar uma solucao 
de potencial mutageno. 



o 

Crescimento de auxotroficos 
his' de Salmonella levando 
uma mudanca de matriz 
de leitura. 


o 

Misturar enzimas 
e potencial mutageno. 


Espalhar bacterias 
em meio de agar 
contendo tracos 
de histidina. 


o 

Misturar enzimas 
e bacterias. 


Disco de papel de filtro. 


Espalhar bacterias e 
enzimas em meio de 
agar contendo tracos 
de histidina. 


Revertentes 
his + espontaneos 



Colocar o disco com 
enzimas e potencial 
mutageno em placa 
experimental. 


Incubar placas 
a 37°C. 



Papel de filtro 
molhado em 
potencial mutageno 


Revertentes his + 
induzidos por 
mutageno 


Fig » 24 . O teste de Ames para mutagenicidade. O meio em cada 

Julas his- de uma “linhagem testadora” espec.f.ca deespontaneas desta linhagem testadora particular. A placa 


rentes de mutagoes usando um conjunto de linhagens tes a 
doras que levam tipos diferentes de mutagoes - uma in a- 
gem com uma transigao, uma com uma mudanga de mat 

de leitura e assim em diante. 

Durante um periodo de varios anos durante o qua 
testaram milhares de substancias qmnncas diferentes, Ames 
e seus colaboradores observaram uma correlagao maior que 
90 % entre a mutagenicidade e a carcinogemcidac e as su s 
tancias testadas. Inicialmente, eles descobnram que varios 
carcinogenos potentes nao sao mutagemcos para as linha 
gens testadas. Subseqiientemente, eles descobnram que 
muitos destes carcinogenos sao metabolizados em denva- 
dos fortemente mutagenicos em celulas eucanoucas. Ass.m, 
Ames e seus associados adicionaram um extrato de bg 
de rato a seus sistemas de analise na tentativa de detector 
a mutagenicidade de derivados metabolicos as su stanc < 


em teste. O acoplamento do sistema de ativagao de figado de 
rato aos testes de mutagenicidade microbiana ampliouco^ 

sideravelmente a utilidade do sistema. Por exemp o, 

(encontrados em carnes cozidas) em si nao sao mutagemcos 
ou carcinogemcos. Entretanto, em celulas eucanoucas, « 
nitrates sao convertidos em nitrosaminas que sao altamerue 
mutagenicas e carcinogenicas. Os testes de mutagemadafe 
de Ames demonstraram a presenga de mutagenos _ 

triz de leitura em varios componentes de fumo de cig 
condensado fracionado quimicamente. Em a guns CJ '°'- _ 
ativagao pela preparagao de extrato de figado foi nec ss*- 
ria para a mutagenicidade. Em outros cases, a auvagao 
foi necesssria. O teste de Ames forneee um proeed bmeu^ 
rip,do, barato e sensivel para testar a mutagentc.dade a. 
substancias tpumicas. Como as 

genicas tambem sao carcinogenas, o teste de Ames pode set 
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usado para identificar substancias que tem alta probabilidade 
de ser carcinogenicas. 

mm PONTO IMPORTANTE 

■ Bruce Ames e colaboradores desenvolveram um metodo ba- 
rato e sensivel para testar a mutagenicidade de substancias quf- 
micas com mutantes auxotroficos de histidina em Salmonella. 



MECANISMOS DE REPARO DO DNA 

Os organismos vivos contem muitas enzimas que 
percorrem seu DNA a procura de danos e iniciam os 
processos de reparo quando o dano e detectado. 

a<y A multiplicidade dos mecanismos de 
reparo desenvolvidos em organismos 
que variam de bacterias a humanos do- 
cumentam enfaticamente a importan- 
cia de manter a mutagao em um nivel 
toleravel. Por exemplo, as E. coli possuem cinco mecanismos 
bem caracterizados de reparo de defeitos no DNA: (1) re¬ 
paro dependente de luz ou fotorreativagao, (2) reparo por 
excisao, (3) reparo de pareamento errado, (4) reparo apos re- 
plicagao e (5) o sistema de reparo propenso a erro (resposta 
SOS). x\lem disso, existem pelo menos dois tipos diferentes 
de reparo por excisao, e as vias de reparo por excisao podem 
ser iniciadas por varias enzimas diferentes, cada uma agindo 
em um tipo especifico de dano ao DNA. Os mamiferos pare- 
cem possuir tod os os mecanismos de reparo encontrados em 
E . coli exceto a fotorreativagao. Como a maioria das celulas 
de mamiferos nao tem acesso a luz, a fotorreativagao seria de 
valor relativamente pequeno para elas. 

A importancia das vias de reparo do DNA para a saude 
humana esta clara. Disturbios herdados tais como o xero¬ 
derma pigmentoso, que foi discutido no comego deste ca- 
pitulo, documentam as graves conseqiiencias de defeitos no 
reparo do DNA. Discutiremos alguns destes disturbios her¬ 
dados em uma segao subseqiiente deste capitulo. 


Reparo Dependente de Luz 

O reparo dependente de luz ou fotorreativagao do DNA 
em bacterias e feito por uma enzima ativada por luz chamada 
DNA-fotoliase. Quando o DNA e exposto a luz ultravio- 
leta, dimeros de timina sao produzidos por ligagoes cruza- 
das covalentes entre timinas adjacentes (veja Fig. 13.22). A 
DNA-fotoliase reconhece os dimeros de timina no DNA e 
se liga a eles, usando a energia da luz para cortar as ligagoes 
cruzadas covalentes (Fig. 13.25). A fotoliase liga-se aos di¬ 
meros de timina no DNA no escuro, mas nao pode catalisar 
a clivagem destas ligagoes juntando as timinas sem a energia 
derivada da luz visivel, especificamente a luz da regiao azul 
do espectro. A fotoliase tambem corta dimeros de citosina e 
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Fig. 13.25 ■ Clivagem de ligagoes cruzadas de dimeros de timina 
por fotoliase ativada pela luz. As setas indicam a polaridade oposta 
dos filamentos complementares do DNA. 


dimeros de citosina-timina. Assim, quando a luz ultravioleta 
e usada para induzir mutagoes em bacterias, as celulas irra- 
diadas sao cultivadas no escuro por algumas geragoes para 
maximizar a freqiiencia de mutagao. 

Reparo por Excisao 

O reparo por excisao de DNA danificado envolve pelo me¬ 
nos tres etapas. Na etapa 1, uma endonuclease de reparo 
do DNA ou complexo enzimatico contendo endonuclease 
reconhece a base (ou bases) danificada no DNA, liga-se a 
ela e a excisa. Na etapa 2, uma DNA-polimerase preenche 
o espago usando o filamento complementar nao danificado 
de DNA como molde. Na etapa 3, a enzima DNA-ligase 
fecha a falha deixada pela DNA-polimerase para completar 
o processo de reparo. Existem dois tipos principais de reparo 
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por excisao: sistemas de reparo por excisao de base remo- 
vem bases anormais quimicamente modificadas do DNA, 
enquanto vias de reparo por excisao de nucleotideos re- 
movem defeitos maiores como dimeros de timina. Ambas 
as vias de excisao operam no escuro e ambas ocorrem por 
mecanismos muito similares em E. coli e humanos. 

O reparo por excisao de bases (Fig. 13.26) pode ser ini- 
ciado por qualquer uma de urn grupo de enzimas chama- 
das DNA-glicosilases, que reconhecem bases anormais no 
DNA. Cada glicosilase reconhece um tipo especifico de base 
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Fig. 13.26 ■ Reparo do DNA pela via de excisao de bases. O 
reparo por excisao de bases pode ser iniciado por qualquer uma das 
diferentes DNA-glicosilases. Nos exemplos mostrados, a uracil 
DNA-glicosilase corner o processo de reparo. 


alterada, tal como bases desaminadas, bases oxidadas e assim 
em diante (etapa 2). As glicosilases clivam a ligagao glicosi- 
dica entre a base anormal e 2-desoxirribose, criando sitios 
apurmicos ou apirimidmicos (sitios AP) com bases ausentes 
(etapa 3). Os sitios AP sao reconhecidos por enzimas chama- 
das endonucleases AP, que atuam juntas com fosfodiestera- 
ses para excisar os grupos acucar-fosfato nesses sitios (etapa 
4). A DNA-polimerase entao substitui o nucleotideo ausente 
de acordo com especificagoes do filamento complementar 
(etapa 5), e a DNA-ligase fecha o corte (etapa 6). 

O reparo por excisao de nucleotideos remove lesoes maio¬ 
res, como os dimeros de timina e bases com grupos laterais 
grandes do DNA. No reparo por excisao de nucleotideos, 
uma unica atividade de excisao de nuclease produz cortes 
em ambos os lados do(s) nucleotideo(s) danificado(s) e ex- 
cisa um oligonucleotfdeo contendo a(s) base(s) danificada(s). 
Esta nuclease e chamada excinuclease para distingui-la das 
endonucleases e exonucleases que tern outros papeis no me- 
tabolismo do DNA. 

A via de reparo por excisao de nucleotideo de E. coli e 
mostrada na Fig. 13.27. Em E. coli , a atividade de excinu¬ 
clease requer os produtos de tres genes, uvrA , uvrB e uvrC 
(chamados nvr por reparo de UV). Uma protefna trimerica 
contendo dois polipeptideos UvrA e um UvrB reconhece o 
defeito no DNA, liga-se a ele e usa a energia do ATP para 
dobrar o DNA no sitio danificado. O dfmero UvrA e en¬ 
tao liberado, e a proteina UvrC liga-se ao complexo UvrB/ 
DNA. A proteina UvrB corta a quinta ligagao fosfodiester 
do(s) nucleotideo(s) danificado(s) no lado 3’, e a proteina 
UvrC hidrolisa a oitava ligagao fosfodiester a partir do dano 
no lado 5’. O produto do gene uvrD, a DNA-helicase II, 
libera o dodecamero excisado. Nas riltimas duas etapas da 
via, a DNA-polimerase I preenche o espago, e a DNA-ligase 
fecha o corte restante na molecula de DNA. 

O reparo por excisao de nucleotideos em humanos ocprre 
por uma via similar a de E. coli , mas envolve cerca de quatro 
vezes mais proteinas. Em humanos, a atividade de excinucle¬ 
ase contem 15 polipeptideos. A proteina XPA (de proteina 
A de xeroderma pigmentoso) reconhece o(s) nucleotideo(s) 
danificado(s) e se liga a ele(s) no DNA. Ela entao recruta ou- 
tras proteinas necessarias para atividade de excinuclease. Em 
humanos, o oligomero excisado tern 24 a 32 nucleotideos de 
tamanho, em vez dos 12 removidos em E. coli. O espago e 
preenchido ou pela DNA-polimerase 8 ou pela 8 em huma¬ 
nos, e a DNA-ligase completa o trabalho. 


Outros Mecanismos de Reparo do DNA 

Durante os ultimos anos, pesquisas sobre os mecanismos de 
reparo do DNA demonstraram a presenga de um grupo de 
enzimas de reparo do DNA que constantemente percorrem 
o DNA em busca de danos, variando desde a presenga de 
dimeros de timina induzidos por luz ultravioleta ate mo- 
dificagoes muito diversas e numerosas para serem descritas 
aqui. Novos resultados deste trabalho mostram que varias 
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DNA-ligase fecha o corte 
f deixado pela polimerase. 
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Fig. 13.27 M Reparo do DNA pela via de excisao de nucleotideos 
em E. coli. A atividade de excinuclease (nuclease de excisao) 
requer os produtos de tres genes, uvrA, uvrB e uvrC. A excisao de 
nucleotideos ocorre por uma via similar em humanos, exceto por 
estarem envolvidas muito mais proteinas e um oligomero com 24 a 
32 nucleotideos ser excisado. 


DNA-polimerases antes nao conhecidas tern papeis crfticos 
em diversos processos de reparo do DNA. Discussoes de- 
talhadas destes importantes processos de reparo do DNA 
estao alem do escopo deste texto. Entretanto, a importancia 
destes mecanismos de reparo nao pode ser descartada. O que 
e mais importante para a sobrevida de uma especie do que 
manter a integridade de sua estrutura genetica? 

No Cap. 10, examinamos o mecanismo pelo qual a ati¬ 
vidade de exonuclease 3' 5' das DNA-polimerases faz 

uma revisao nos filamentos de DNA durante sua sintese, 
removendo qualquer nucleotideo pareado erradamente nas 
pontas 3' dos filamentos crescentes. Outra via de reparo do 
DNA apos replicagao, o reparo de malpareamento, da um 
suporte a esta revisao replicativa corrigindo nucleotideos 
pareados erradamente que ficam no DNA apos replicagao. 
Pareamentos errados em geral envolvem as quatro bases 
normais no DNA. Por exemplo, T pode parear erradamente 
com G. Como 1 e G sao componentes normais do DNA, 
os sistemas de reparo de pareamento errado precisam de- 
terminar de algum modo seTouGea base correta em um 
determinado ponto. O sistema de reparo faz esta disdngao 
identificando o filamento molde, que contem a seqiiencia 
original de nucleotideos, e o filamento recem-sintetizado. 
que contem a base incorporada de forma errada. Esta distin- 
gao pode ser feita com base no padrao de metilagao do DNA 
recem-replicado. Em E. coli , A nas seqiiencias GATC e me- 
tilada subseqiiente a sua smtese. Assim, ocorre um intervalo 
de tempo durante o qual o filamento molde e metiiado e o 
filamento recem-sintetizado nao e metiiado. O sistema de 
reparo de pareamento errado usa esta diferenga no estado 
de metilagao para remover o nucleotideo pareado de forma 
errada no filamento nascente e substituf-lo pelo nucleoti¬ 
deo correto usando o filamento parental metiiado do DNA 
como molde. 

Em E. coli , o reparo de malpareamento requer os produ¬ 
tos de quatro genes, mutH , mutL , mutS e mutL (= in rD). A 
proteina MutS reconhece pareamentos errados e se liga a 
eles para iniciar o processo de reparo. As proteinas MutiEI e 
MutL entao se unem ao complexo. MutH contem uma ati¬ 
vidade de endonuclease especifica de GATC que corn o 
filamento nao metiiado em sitios GATC hemimetilados (isto 
e, metade metilados) em 5' ou em 3' do pareamento errado. 
Os sitios de incisao podem estar a 1.000 pares de exonucle- 
otideos ou mais do malpareamento. O processo subseqiiente 
de excisao requer MutS, MutL, DNA-helicase II (MutU) 
e uma exonuclease apropriada. Se a incisao ocorre em uma 
seqiiencia GATC a 5' do malpareamento, e necessaria uma 
exonuclease 5' -> 3' como a exonuclease VII de E. coli. Se 
a incisiao ocorre a 3' do malpareamento, e necessaria uma 
atividade 3' —> 5' de atividade exonuclease como a da exonu¬ 
clease I de E. coli. Apos o processo de excisao ter removido o 
nucleotideo malpareado do filamento nao metiiado, a DNA- 
polimerase III preenche o espaco, de ate 1.000 pb, e a DNA- 
ligase fecha o corte. 

Foram identificados homologos das proteinas MutS e 
MutL de E. coli em fungos, plantas e mamiferos, uma indica- 
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gao de que vias similares de reparo de malpareamento ocor- 
rem em eucariontes. De fa to, a excisao de malpareamento 
foi demonstrada in vitiv com extratos nucleares preparados 
de celulas humanas. Assim, o reparo de malpareamento e 
provavelmente um mecanismo universal ou quase universal 
para resguardar a integridade da informagao genetica esto- 
cada na dupla helice de DNA. 

Em E. coli , reparo dependente de luz, reparo de excisao e 
reparo de malpareamento podem ser eliminados por muta- 
goes nos genes phr (fotorreativagao), uvr e vmt , respectiva- 
mente. Em mutantes deficientes de mais de um destes me- 
canismos de reparo, um outro sistema de reparo do DNA, 
chamado reparo de pos-replicagao, funciona. Quando a 
DNA-polimerase III encontra um dfmero de timina em um 
filamento molde, seu progresso e bloqueado. A DNA-poli¬ 
merase reinicia a sfntese de DNA em alguma posigao apos o 
dfmero, deixando um espago no filamento nascente oposto 
ao dfmero no filamento molde. Neste ponto, a seqiiencia 
original de nucleotfdeos foi perdida de ambos os filamentos 
da dupla helice prole. A molecula de DNA danificada e repa- 
rada por um processo de reparo dependente de recombina¬ 
gao mediado pelo produto do gene recA de E. coli. A protefna 
RecA, que e necessaria para recombinagao homologa, esti- 
mula a troca de filamentos isolados entre as duplas helices 
homologas. Durante o reparo de pos-replicagao, a protefna 
RecA liga-se ao filamento unico de DNA no espago e medeia 
o pareamento com o segmento homologo da dupla helice 
irma. O espago em oposigao ao dfmero e preenchido com 
o filamento homologo de DNA da molecula irma de DNA. 
O espago resultante na dupla helice irma e preenchido pela 
DNA-polimerase, e o corte e fechado pela DNA-ligase. O 
dfmero de timina permanece no filamento molde da prole 
original da molecula de DNA, mas o filamento complemen- 
tar agora esta intacto. Se o dfmero de timina nao e remo- 
vido pelo sistema de reparo de excisao de nucleotfdeos, esse 
reparo apos a replicagao deve ser repetido depois de cada 
rodada de replicagao do DNA. 

Os sistemas de reparo do DNA descritos ate agora sao 
bem precisos. Entretanto, quando o DNA de E. coli e muito 
danificado por agentes mutagenicos tais como luz UV, as ce¬ 
lulas adotam algumas etapas drasticas na tentativa de sobre- 
viver. Elas passam por um sistema chamado resposta SOS, 
durante a qual e produzida toda uma bateria de reparo do 
DNA, recombinagao e protefnas de replicagao. Duas des- 
sas protefnas, codificadas pelos genes nmuG e umuD (muta- 
veis por UV), sao subunidades da DNA-polimerase V, uma 
enzima que catalisa a replicagao do DNA em regioes da- 
nificadas do cromossomo - regioes onde a replicagao pela 
DNA-polimerase III esta bloqueada. A DNA-polimerase V 
permite que a replicagao continue atraves de segmentos da- 
nificados dos filamentos moldes, muito embora a seqiiencia 
de nucleotfdeos na regiao danificada nao possa ser replicada 
com precisao. Este sistema de reparo propenso a erro eli- 
mina espagos nos filamentos recem-sintetizados em oposi¬ 
gao a nucleotfdeos danificados nos filamentos moldes, mas, 
ao fazer isto, aumenta a frequencia de erros de replicagao. 


O mecanismo pelo qua! e induzido o sistema SOS por 
dano ao DNA foi esclarecido em consideravel detalhe. Duas 
protefnas chaves reguladoras, LexA e RecA, controlam a res¬ 
posta SOS. Ambas sao sintetizadas em nfveis baixos na celula 
na ausencia de DNA danificado. Nesta condigao, LexA liga- 
se a regioes do DNA que regulam a transcrigao de genes que 
sao induzidos durante a resposta SOS e mantem baixos seus 
nfveis de expressao. Quando as celulas sao expostas a luz 
ultravioleta ou outros agentes que causam dano ao DNA, 
a protefna RecA liga-se a regioes unifilamentares do DNA 
causada pela incapacidade da DNA-polimerase III de repli- 
car as regioes danificadas. A interagao de RecA com DNA 
ativa RecA, que entao estimula LexA a inativar-se por auto- 
clivagem. Com LexA inativa, o nfvel de expressao dos genes 
SOS, incluindo recA, lexA , umuC , umuD e outros, aumenta, 
e o sistema de reparo propenso a erro e ativado. 

A resposta SOS parece ser uma tentativa desesperada e 
arriscada de escapar dos efeitos letais de DNA muito da¬ 
nificado. Quando o sistema de reparo propenso a erro esta 
funcionando, as taxas de mutagao aumentam muito. 

Pesquisas recentes sobre os mecanismos de reparo do 
DNA indicam que muitos novos processos de reparo ainda 
nao foram elucidados. Durante os ultimos poucos anos, 
varias novas DNA-polimerases que tern papeis unicos em 
reparo do DNA foram caracterizadas. Os resultados destes 
estudos sugerem que temos muito o que aprender sobre os 
mecanismos que salvaguardam a integridade de nossa infor- 
magao genetica. 

mm PONTOSIMPORTANTES 

■ Varios sistemas de reparo do DNA desenvolveram-se para sal- 
vaguardar a integridade da informagao genetica em organis- 
mos vivos. 

■ Cada via de reparo corrige um tipo especifico de dano ao 
DNA. 


DOEN^AS HUMANAS HERDADAS COM 
D EFEITOS NO REPARO DO DNA 

Varios disturbios humanos herdados resultam de 
defeitos nas vias de reparo do DNA. 

Como discutimos no comego deste capftulo, varias 
pessoas com xeroderma pigmentoso (XP) sao extremamente 
sensfveis a luz do sol. A exposigao a luz do sol resulta em alta 
frequencia de cancer de pele em pacientes com XP. As ce¬ 
lulas de pessoas com XP sao deficientes no reparo de danos 
ao DNA induzidos por UV, tais como dfmeros de timina. 
A sfndrome XP pode resultar de defeitos em qualquer um 
de pelo menos oito genes diferentes. Os produtos de sete 
destes genes, XPA , XPB , XPC, XPD , XPE , XPF e XPG , sao 
necessarios para reparo por excisao de nucleotfdeos (Quadro 
13.1). Eles foram purificados e demonstrados como essen- 
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QUADRO 13.1 


Doencas Humanas Hereditarias Causadas por Defeitos no Reparo do DNA 


Doenga Hereditaria 

Gene Cromossomo 

Funcao do Produto 

Sintomas Principais 

1 . Xeroderma pigmentoso 

XPA 

9 

Protefna de reconhecimento de 

Sensibilidade a UV, canceres de 




dano ao DNA 

pele de infcio cedo, disturbios 


XPB 

2 

Helicase 3' —> 5' 

neurologicos 


XPC 

3 

Protefna de reconhecimento de 
dano ao DNA 



XPD 

19 

Helicase 5' —> 3' 



XPE 

11 

Protefna de reconhecimento de 
dano ao DNA 



XPF 

16 

Nuclease, incisao em 3' 



XPG 

13 

Nuclease, incisao em 5' 



XPV 

6 

DNA-polimerase de translesao 


-. Smdrome Cockayne 

CSA 

5 

Protefna de reparo do DNA por 

Sensibilidade a UV, disturbios 


CSB 


excisao 

neurologicos e do 


10 

Protefna de reparo do DNA por 

desenvolvimento, 




excisao 

envelhecimento prematuro 

3. Tricotiodistrofia 

TTDA 

6 

Fator de transcrigao basal IIH 

Sensibilidade a UV, disturbios 
neurologicos, retardo mental 

- Ataxia-telangiectasia 

ATM 

11 

Serina/treonina-cinase 

Sensibilidade a radiagao, 
instabilidade cromossomica, 
neurodegeneragao progressiva 
de infcio cedo, propensao 
a cancer 

5. Anemia Fanconi 

FA (8 genes 



Sensibilidade a agentes de ligagao 


A-H, em 5 



cruzada no DNA, instabilidade 


cromossomos 



cromossomica, propensao 


diferentes) 



a cancer 

t . Smdrome Bloom 

BLM 

15 

BLM RecQ-helicase 

Instabilidade cromossomica 
retardo mental, propensao 
a cancer 

7. Sfndrome Werner 

WRN 

8 

WRN RecQ-helicase 

Instabilidade cromossomica, 
neurodegeneragao progressiva, 
propensao a cancer 

S. Sfndrome 

RECQIA 

8 

RecQ-helicase L4 

Instabilidade cromossomica, 

Rodimund-Thomson 




retardo mental, propensao 
a cancer 

A Smdrome Nijmegan 

NBSI 

8 

Protefna de reconhecimento de 

Instabilidade cromossomica, 

por quebra 



quebra bifilamentar do DNA 

microcefalia (cranio pequeno), 
propensao a cancer 


o*as para a advidade de excinuclease. Como a atividade de 
oomiclease em humanos requer 15 polipeptfdeos, a lista 
dr gtnts X? provavelmente ira aumentar no futuro. Dois 
Mitres disturbios humanos, a sfndrome Cockayne e a tri- 
r *ois:rofia. tambem resultam de defeitos no reparo de 
eicisil dr nucleotfdeos. Pessoas com smdrome Cockayne 
cdbem retardo no crescimento e nas habilidades mentais, 
mas nao taxas aumentadas de cancer de pele. Pacientes com 
. r_ _>rr :1a tern baixa estatura, cabelos quebradicos e 


pele escamosa. Eles tambem tern habilidades mentais subde- 
senvolvidas. Os indivfduos com smdrome Cockayne ou com 
tricotiodistrofia tern um defeito em um tipo de reparo por 
excisao que e acoplado a transcrigao. Entretanto, os detalhes 
deste processo de reparo acoplado a transcrigao ainda estao 
sendo desenvolvidos. 

Alem do dano as celulas da pele, algumas pessoas com XP 
desenvolvem anomalias neurologicas, que parecem resultar 
da morte prematura de celulas nervosas. Este efeito em celu- 
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las nervosas de longa vida pode ter implicagoes interessantes 
com relagao as causas do envelhecimento. Uma teoria e que 
o envelhecimento resulta do acumulo de mutagoes somati- 
cas. Sendo assim, seria esperado que um sistema de reparo 
defeituoso acelere o processo de envelhecimento, e isto pa- 
rece ser o caso em relagao as celulas nervosas dos pacientes 
com XP. Entretanto, no momento, existem poucas eviden- 
cias ligando mutagao somatica a senescencia. 

iVtaxia-telangiectasia, anemia Fanconi, smdrome Bloom, 
smdrome Werner, sindrome Rothmund-Thomson e sin- 
drome de quebras Nijmegan sao outras seis doengas herda- 
das em humanos associadas a defeitos conhecidos no meta- 
boHsmo do DNA. Todos os seis disturbios exibem padroes 
autossomicos recessivos de heranga e todos resultam em alto 
risco de malignidade, especialmente leucemia no caso da ata¬ 
xia-telangiectasia e anemia Fanconi. As celulas dos pacientes 
com ataxia-telangiectasia exibem sensibilidade anormal a ra- 
diagao ionizante, sugerindo um defeito no reparo de dano 
ao DNA induzido por radiagao. As celulas das pessoas com 
anemia Fanconi sao prejudicadas na remogao de ligagoes 
cruzadas interfilamentares de DNA, tais como as fonnadas 
pelo antibiotico mitomicina C. Pessoas com smdrome Bloom 
e smdrome de quebra Nijmegan exibem alta ffeqiiencia de 
quebras cromossomicas que resultam em anomalias cromos- 
somicas (Cap. 6) e trocas entre cromatides irmas. A ataxia- 
telangiectasia e causada por defeitos em uma cinase envolvida 
no controle do ciclo celular, e a smdrome Bloom, a smdrome 
Werner e a sindrome Rothmund-Thomson resultam de al- 
teragoes em DNA helicases especfficas (membros da famflia 
de helicases RecQ). O Quadro 13.1 cita algumas das doengas 
humanas mais bem conhecidas que resultam de defeitos her- 
dados nas vias de reparo do DNA. A demonstragao de que 
o infcio do cancer colorretal nao polipoide hereditario esta 
associado a um defeito no reparo de pares de bases malpare- 
ados no DNA indica que defeitos similares em outras vias de 
reparo do DNA podem estar envolvidos no desenvolvimento 
de tipos especificos de cancer humano (Cap. 24). 

mm PONTOSIMPORTANTES 

■ A importancia das vias de reparo do DNA e documentada con- 
vincentemente pelos disturbios hereditarios humanos que re¬ 
sultam de defeitos no reparo do DNA. 

ffi Alguns tipos de cancer tambem estao associados a defeitos nas 
vias de reparo do DNA. 


MECANISMOS DE RECOMBINAGAO DO DNA 

A recombinagao entre moleculas homologas de DNA 
envolve a atividade de varias enzimas que clivam, 
deselicoidizam, estimulam invasoes unifilamentares de 
duplas helices, reparam e unem filamentos de DNA. 

No Cap. 7, discutimos as principais caracterfsticas 
da recombinagao entre cromossomos homologos, mas nao 


consideramos os detalhes moleculares do processo. Como 
muitos dos produtos genicos envolvidos no reparo do DNA 
danificado tambem sao necessarios para recombinagao entre 
cromossomos homologos, ou crossing-over , examinaremos 
agora alguns dos aspectos moleculares deste processo im- 
portante. Alem disso, a recombinagao geralmente, e talvez 
sempre, envolve alguma sfntese de reparo do DNA. Assim, 
grande parte da informagao discutida nas segoes anteriores e 
relevante para o processo de recombinagao. 

Em eucariontes, o crossing-over esta associado a formagao 
do complexo sinaptonemico, que se forma durante a pro- 
fase da primeira divisao meiotica. Esta estrutura e composta 
primariamente de proteinas e RNA. Por motivos desconhe- 
cidos, o crossing-over ocorre apenas raramente em machos 
de Drosophila. (O crossing-over ocorre em ambos os sexos 
da maioria das especies. A quase ausencia de crossing-over 
no sexo heterogametico e unica para as Drosophila e algu¬ 
mas outras especies.) Aqui e de interesse o fa to de que o 
complexo sinaptonemico esta presente durante a primeira 
divisao meiotica da espermatogenese em Drosophila. Alem 
disso, mutagoes no gene c3G de Drosophila eliminam tanto o 
crossing-over quanto a formagao do complexo sinaptonemico 
em femeas. Assim, o crossing-over e a formagao do complexo 
sinaptonemico parecem estar ligados. Uma pequena quanti- 
dade de sfntese de DNA ocorre durante a formagao do com¬ 
plexo sinaptonemico, e esta sfntese de DNA provavelmente 
esta envolvida em sinapse e crossing-over. 

Recombinagao: Clivagem e Reuniao 
de Moleculas de DNA 

No Cap. 7, discutimos o experiment) de Creighton e Mc- 
Clintock mostrando que o crossing-over ocorre por quebra 
de cromossomos parentais e reuniao das partes em novas 
combinagoes. Evidencia demonstrando que a recombinagao 
ocorre por quebra e reuniao tambem foi obtida por auto-ra- 
diografia e outras tecnicas. De fato, as principais caracteris¬ 
ticas do processo de recombinagao hoje estao bem estabele- 
cidas, muito embora detalhes especificos ainda nao tenham 
sido elucidados. 

Muito do que sabemos sobre os detalhes moleculares do 
crossing-over baseia-se no estudo de mutantes deficientes 
de recombinagao de E. coli e S. cerevisiae. Estudos bioqufmi- 
cos destes mutantes mostraram que eles sao deficientes em 
varias enzimas e outras proteinas necessarias para recombi¬ 
nagao. Juntos, os resultados de estudos geneticos e bioquf- 
micos forneceram um quadro razoavelmente completo de 
recombinagao em nfvel molecular. 

Aluitos dos modelos atualmente populares de crossing-over 
foram derivados de um modelo proposto por Robin Holli¬ 
day em 1964. O modelo de Holliday foi um dos primeiros 
que explicaram a maioria dos dados geneticos dispomveis na 
epoca por um mecanismo que envolve quebra, reuniao e re¬ 
paro das moleculas de DNA. Uma versao atualizada do mo¬ 
delo de Holliday e mostrada na Fig. 13.28. Este mecanismo, 
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Fig. 13.28 ■ Um mecanismo 
para recombina^ao entre 
moleculas homologas 
de DNA. A via mostrada 
e baseada no modelo 
originalmente proposto por 
Robin Holliday em 1964. 


como muitos outros que foram invocados, comega quando 
mna endonuclease corta filamentos unicos de cada uma das 
duas moleculas de DNA parental (quebra). Segmentos dos 
filamentos unicos em um lado de cada corte sao entao des- 
locados de seus filamentos complementares com a ajuda de 
DXA-helicases e protemas de ligagao unifilamentar. As he- 
licases deselicoidizam os dois filamentos de DNA na regiao 
adjacente a cortes unifilamentares. Em £. coli , o complexo 
RecBCD contem tanto atividade de endonuclease que faz 
quebras unifilamentares no DNA quanto atividade de DNA- 


helicase que deselicoidiza os filamentos complementares de 
DNA na regiao adjacente de cada corte. 

Os filamentos unicos deslocados entao mudam de parcei- 
ros de pareamento, fazendo par de bases com os filamentos 
complementares intactos de cromossomos homologos. Este 
processo e estimulado por proteinas como a proteina RecA 
de E. coli. Protemas tipo RecA foram caracterizadas em mui- 
tas especies, tanto procarioticas quanto eucarioticas. A proteina 
RecA e seus homologos estimulam a assimilagao unifilamen¬ 
tar, processo pelo qual um unico filamento de DNA desloca 
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seu homologo em uma dupla helice de DNA. As protefnas do 
tipo RecA promovem trocas recfprocas de filamentos linicos de 
DNA entre duas duplas helices de DNA em duas etapas. Na 
primeira etapa, um umco filamento da dupla helice e assimilado 
por um segundo, o homologo da dupla helice, deslocando o fi¬ 
lamento homologo ou identico e fazendo pares de bases com o 
filamento complementar. Na segunda etapa, o filamento unico 
deslocado e similarmente assimilado pela primeira dupla helice. 
A protema RecA medeia essas trocas ligando-se ao filamento 
de DNA nao pareado, ajudando na pesquisa de uma seqiien- 
cia de DNA homologa e, quando a dupla helice homologa e 
encontrada, promovendo a substituigao de um filamento pelo 
filamento nao pareado. Se as seqiiencias complementares ja 
existem como filamentos unicos, a presenca da protema RecA 
aumenta a taxa de renaturacao em mais de 50 vezes. 

Os filamentos clivados sao entao unidos covalentemente 
em novas combinagoes (reuniao) pela DNA-ligase. Se as 
quebras originais nos dois filamentos nao ocorrem exata- 
mente no mesmo sftio nos dois homologos, algum ajuste sera 
necessario antes que a DNA-ligase possa catalisar a etapa de 
reuniao. Este ajuste envolve a excisao de nucleotideos por 
uma exonuclease e sintese de reparo por uma DNA-polime- 
rase. A seqiiencia de eventos descritos ate agora produzira 
intermediaries de recombinagao em forma de X chamados 
formas qui (chi), que foram observadas por microscopia ele- 
tronica em varias especies (Fig. 13.29). As formas qui sao 
resolvidas por quebra catalisada por enzima e reuniao dos fi¬ 
lamentos complementares de DNA para produzir duas mo- 
leculas de DNA recombinante. Em E. coli , as estruturas qui 
podem ser resolvidas pelo produto do gene recG ou do gene 
ruvC (reparo de dano induzido por UV). Cada gene codifica 
uma endonuclease que catalisa a clivagem de filamentos lini- 
cos nas jungoes qui (veja Fig. 13.28). 

Evidencias substanciais indicam que a recombinagao ho¬ 
mologa ocorre por mais de um mecanismo, provavelmente 
por varios mecanismos diferentes. Em S. cerevisiae , as pontas 
das moleculas de DNA produzidas por quebras bifilamentares 
sao altamente recombinogenicas. Este fato e outras evidencias 
sugerem que a recombinagao em leveduras em geral envolve 
uma quebra bifilamentar em uma das duplas helices parentais. 
Assim, em 1983, Jack Szostak, Franklin Stahl e colaboradores 


propuseram o modelo da quebra bifilamentar de crossing- 
over. De acordo com seu modelo, a recombinagao envolve uma 
quebra bifilamentar em uma das duplas helices parentais, nao 
apenas quebras unifilamentares como no modelo de Holliday. 
As quebras iniciais sao entao aumentadas para espagos (gaps) 
em ambos os filamentos. As duas pontas unifilamentares pro¬ 
duzidas no espago bifilamentar da dupla helice quebrada inva- 
dem a dupla helice intacta e deslocam segmentos do filamento 
homologo nesta regiao. Os espagos sao entao preenchidos por 
sintese de reparo. Este processo gera dois cromossomos ho¬ 
mologos unidos por duas pontes unifilamentares. As pontes 
sao resolvidas por clivagem endonucleolitica, como no modelo 
de Holliday. Tanto o modelo de quebra bifilamentar quanto o 
modelo de Elolliday explicam hem a produgao de cromosso¬ 
mos que sao recombinantes para marcadores geneticos flan- 
queadores da regiao na qual ocorre o crossing. 

Conversao Genica: Sintese de Reparo do DNA 
Associada a Recombinagao 

Ate este ponto, discutimos apenas os eventos de recombina¬ 
gao que podem ser explicados por quebra de cromatides ho- 
mologas e trocas reciprocas de partes. Entretanto, a analise 
de tetrades em ascomicetos revela que a troca genetica nem 
sempre e reciproca. Por exemplo, se forem feitos cmzamen- 
tos entre duas mutagoes proximamente ligadas em Neuros- 
pora e forem analisados os ascos contendo recombinantes 
tipo selvagem, esses ascos frequentemente nao contem o re¬ 
combinante duplo mutante reciproco. 

Considere um cruzamento envolvendo duas mutagoes pro¬ 
ximamente ligadas, m\ e mi. Em um cruzamento de ni\ mX 
com 7 H] + mi, foram observados os seguintes tipos de ascos: 

Par 1 de esporos: m\ 

Par 2 de esporos: m\ mS 
Par 3 de esporos: m\ mX 
Par 4 de esporos: m\ mi 

Estao presentes esporos tipo selvagem ?n\ + mX, mas os es¬ 
poros duplo-mutantes m\ mi nao estao presentes no asco. A 
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recombinagao reciproca produziria urn cromossomo m\ mi 
sempre que fosse produzido um cromossomo nt\ mi . Neste 
asco, a proporgao mi + : mi e de 3:1 e nao a 2:2 esperada. Um dos 
-alelos mi parece ter sido “convertido” para a forma alelica ?iii+. 
Assim, este tipo de recombinagao nao reciproca e chamada de 
conversao genica. Podemos supor que a conversao genica re- 
sulta de mutagao, exceto que ela ocorre em frequencia maior do 
que os eventos de mutagao correspondentes, sempre produz o 
alelo presente no cromossomo homologo, e nao um alelo novo, 
e esta correlacionada em 50% das vezes com a recombinagao 
reciproca de marcadores flanqueadores. A ultima observagao 
sugere fortemente que a conversao genica resulta de eventos 
que ocorrem durante o crossing-over. De fato, acredita-se hoje 
que a conversao genica resulta da smtese de reparo do DMA as- 
sociada a quebra, excisao e eventos de reuniao de crossing-over. 

Com marcadores proximamente ligados, a conversao genica 
ocorre mais freqiientemente que a recombinagao reciproca. Em 
um estudo do gene hisl de levedura, 980 de 1.081 ascos con- 
tendo recombinantes his + exibiram conversao genica, enquanto 
apenas 101 mostraram recombinagao reciproca classica. 

A caracteristica mais marcante da conversao genica e 
que a proporgao de alelos 1:1 nao e mantida. Isto pode ser 
explicado facilmente se segmentos curtos do DNA paren¬ 
tal forem degradados e entao novamente produzidos com 
filamentos moldes fornecidos pelo DNA que leva o outro 
alelo. Considerando os mecanismos de reparo por excisao ja 
discutidos neste capitulo, o modelo de Holliday do crossing- 
over explica a conversao genica para marcadores geneticos 
situados na vizinhanga imediata do crossing. Na Fig. 13.28 
d-i , ha um segmento de DNA entre os loci A e B onde os 
filamentos complementares do DNA de dois cromossomos 
homologos fazem pares de bases. Se um terceiro par de ale¬ 
los situado dentro deste segmento estivesse segregando no 
cruzamento, estariam presentes pareamentos errados nas 
duas duplas helices. As moleculas de DNA contendo esses 
pareamentos errados, ou alelos diferentes nos dois filamen¬ 
tos complementares de uma dupla helice, sao chamadas he- 
teroduplices. Tais moleculas heteroduplices ocorrem como 
intermediaries no processo de recombinagao. 

Se a Fig. 13.28e fosse modificada para incluir um terceiro 
par de alelos e as outras duas cromatides fossem adicionadas, 
a tetrade teria a seguintc composigao: 



Se os pareamentos errados sao resolvidos mediante reparo 
por excisao (veja Fig. 13.27), em que os filamentos m sao 


excisados e refeitos com os filamentos complementares m + 
como moldes, resultara a seguinte tetrade: 



Como um resultado de replicagao semiconservativa do DNA 
durante a divisao mitotica subseqiiente, esta tetrade produ¬ 
zira um asco contendo seis ascosporos ?// + e dois ascosporos 
m , a proporgao de conversao genica de 3:1. 

Suponha que apenas um dos dois pareamentos errados 
na tetrade descrita seja reparado antes da divisao mitotica. 
Neste caso, a replicagao semiconservativa do heteroduplice 
restante produzira um homoduplice nf e um homoduplice 
m , e o asco resultante contera uma proporgao de ascospo¬ 
ros de 57/z + :37//. Tais proporgoes de conversao genica de 5:3 
ocorrem. Elas resultam de segregagao pos-meiotica (mito¬ 
tica) de heteroduplices nao reparados. 

Conversao genica esta associada a recombinagao reciproca 
de marcadores flanqueadores em aproximadamente 50% das 
vezes. Esta correlagao e bem explicada pelo modelo de Holli¬ 
day de recombinagao apresentado na Fig. 13.28. Se as duas 
cromatides recombinantes da tetrade diagramada sao dese- 
nhadas de uma forma equivalente a mostrada na Fig. 13.28g, a 
associagao da conversao genica com a recombinagao reciproca 
de marcadores flanqueadores pode facilmente ser explicada 
(Fig. 13.30). A ponte unifilamentar que conecta as duas cro¬ 
matides deve ser resolvida por clivagem endonucleolftica para 
completar o processo de recombinagao. Essa clivagem pode 
ocorrer seja horizontalmente ou verticalmente na forma qui 
desenhada na Fig. 13.30. A clivagem vertical produzira um 
asco mostrando tanto conversao genica quanto recombina¬ 
gao reciproca dos marcadores flanqueadores. A clivagem ho¬ 
rizontal produzira um asco mostrando a conversao genica e a 
combinagao parental de marcadores flanqueadores. Assim, se 
a clivagem ocorre no piano vertical em metade das vezes e no 
piano horizontal cm metade das vezes, a conversao genica sera 
associada a recombinagao reciproca de marcadores flanquea¬ 
dores em cerca de 50% das vezes, como observado. 

M P0NT0SIMP0RTANTES 

■ Crossing-over envolve a quebra de moleculas homologas de 
DNA e a reuniao das partes em novas combinagoes. 

■ Quando marcadores geneticos estao proximamente ligados, a 
recombinagao nao reciproca, ou conversao genica, geralmente 
ocorre, produzindo proporgoes de 3:1 de segregagao de alelos. 

■ A conversao genica resulta da smtese de reparo do DNA que 
ocorre durante o processo de recombinagao. 
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Fig. 13.30 H Formaqao de combina^oes recomblnantes (embaixo, a esquerda) ou parentais (embaixo, a direita) de marcadores flanqueadores 
em associa^ao a conversao genica. O intermediario de recombina<;ao no topo e equivalente ao ilustrado na Fig. 13.28g, mas mostra as 
cromatides com reparo de malpareamento da tetrade diagramada no texto. Esta tetrade produz um asco mostrando a conversao genica de 
3 m + em 1 m. A clivagem da ponte unifilamentar no piano vertical (a esquerda) produz o arranjo recombinante (o + b e a b + ) de marcadores 
flanqueadores, enquanto a clivagem no piano horizontal produz o arranjo parental (a + b + e o b) dos marcadores flanqueadores. 
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UM M ARCO NA (jENETICA: Muller Demonstrou que os Raios X Sao Mutagenicos 


Nos anos 1880. Hugo de Vries observou o subito aparecimento de 
novos fenotipos nas primulas que cresciam em seu jardim experi¬ 
mental. Ele chamou as novas plantas de “sports" e Ihes deu nomes 
latinos porque pensou que fossem novas especies. Em 1901, de 
Vries introduziu o termo mutapao para descrever a origem destas 
“sports 'l 1 Como ficou claro, as “sports" de de Vries resultavam de 
grandes mudanpas na estrutura cromossomica, as translocapdes 
(veja Cap. 6 ). 

Os novos fenotipos que resultam de mutapoes foram des- 
critos e apresentados como herdaveis por muitos dos primeiros 
cultivadores de plantas. Entretanto, o trabalho sobre Drosophila 
no laboratorio de Thomas Hunt Morgan forneceu as mais amplas 
evidencias para os efeitos de novos alelos mutantes. As primeiras 
medidas quantitativas de frequencia das mutapoes foram feitas em 
1919 por Hermann J. Muller e Edgar Altenburg . 2 Estes pesquisadores 
estudaram a frequencia de letais ligados ao X em Drosophila. A con- 
quista de destaque nas pesquisas sobre mutapao ocorreu em 1927, 
quando Muller demonstrou que o tratamento de espermatozoides 
de Drosophila com raios X aumentou muito a frequencia de letais 
recessivos ligados ao X . 3 (Os raios X sao uma forma de radiapao 
eletromagnetica com comprimentos de onda mais curtos e maior 
energia que a luz visivel; veja Fig. 13.20.) O estudo de Muller foi a pri- 
meira demonstrapao de que a mutapao pode ser induzida por um 
fator externo. Em 1946, ele recebeu o Premio Nobel de Fisiologia ou 
Medicina por esta importante descoberta. 

A demonstrapao inequivoca de Muller da mutagenicidade dos 
raios X tornou-se possivel porque ele desenvolveu uma tecnica 
simples e precisa que podia ser usada para identificar mutapoes 
letais no cromossomo X de Drosophila. Esta tecnica, chamada de 
metodo ClB, e feita com femeas heterozigotas para um cromos¬ 
somo X normal e um cromossomo X alterado, o cromossomo 
ClB, que Muller construiu especificamente para utilizapao em 
seu experimento. 

O cromossomo C /8 tern tres componentes essenciais. (1) C, de 
supressor de crossing, refere-se a uma longa inversao que suprime 
a recombinapao entre o cromossomo ClB e o cromossomo X es- 
truturalmente normal em femeas heterozigotas. A inversao nao 
impede crossing entre os dois cromossomos, mas faz com que 
a prole que leva cromossomos X recombinantes produzidos por 
crossing-over entre os dois cromossomos seja abortada devido a 
duplicapoes e deficiencies (veja Cap. 6 ). (2) / refere-se a uma mu¬ 
tapao I eta I recessiva no cromossomo ClB. As femeas homozigotas 
e os machos heterozigotos portadores desta mutapao letal ligada 
ao X nao sao viaveis. (3) 8 refere-se a uma mutapao que causa o 
fenotipo olho bar, uma condipao na qual os grandes olhos com- 


Cruzamento I: Femeas heterozigotas para o cromossomo ClB 
sao cruzadas com machos irradiados. 



Cruzamento II: Prole feminina ClB do cruzamento I e cruzada 
com machos tipo selvagem. 

C/B x o' Tipo selvagem 


e l I J I* ™ | r |l 

Morre Morre se foi induzida 
mutacao letal. 

Fig. 5 H A tecnica ClB usada por Muller para detectar mutacoes 
letais recessivas ligadas ao X em Drosophila. A reproducao mostrada 
no cruzamento II produzira apenas uma prole feminina se jrr letal 
recessivo ligado ao X estiver presente no cromossomo X -raciado. 
Um terpo da prole produzida pelo cruzamento II sera ce nachos se 
nao tiver um letal recessivo no cromossomo X irrad ado. Assim, o 
registro de mutapoes letais simplesmente envolve triagem da prole 
do cruzamento II quanto a presenpa ou a ausencia de machos. 


postos de moscas tipo selvagem sao reduzidos a olhos estreitos 
em forma de barra. Como 8 e parcialmente dominante, as femeas 
heterozigotas para o cromossomo C /8 podem ser identificadas 
prontamente. Tanto a mutapao letal recessiva (/) quanto o olho 
bar ( 8 ) estao situados dentro do segmento invertido do cromos¬ 
somo C/ 8 . 

Muller irradiou machos e os cruzou com femeas C /8 (Fig. 1 ). 
Todas as femeas com olho bar deste cruzamento levavam o cro- 


'de Vries, H. 1901. Die Mutationstheorie, Vol. 1, Viet, Leipzig. 

2 Muller, H. J„ e E. Altenburg. 1919. The rate of change of hereditary factors in 
Drosophila. Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 17:10-14. 

Muller, H. J. 1927. Artificial transmutation of the gene. Science 66: 84-87. 


mossomo C /8 do genitor feminino e o cromossomo X irradiado 
do genitor masculino. Como toda a populapao de celulas repro- 
dutivas dos machos foi irradiada, cada filha com olho bar tinha um 
cromossomo X que potencialmente sofreu mutapao. Estas filhas 
com olhos bar foram entao individualmente cruzadas (em culturas 
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UM |^AR(0 NA QENETICA (continuacao) 


separadas) com machos tipo selvagem. Se o cromossomo X irra- 
diado levado por uma femea com olhos bar tivesse adquirido um 
letal ligado ao X, toda a prole do cruzamento seria de femeas. Os 
machos hemizigotos para o cromossomo C/8 morreriam devido 
ao letal recessivo (/) que este cromossomo leva. Alem disso, os 
machos hemizigotos para o cromossomo X irradiado morreriam 
se um letal recessivo tivesse sido induzido nele. O cruzamento 
das filhas com olhos bar que levam um cromossomo X irradiado 
no qual nenhuma mutagao letal tivesse sido induzida produziria 
uma prole de machos e femeas em uma proporqao de 2:1 (apenas 
machos com o cromossomo C/8 morreriam). Com a tecnica C/8, 
a detecgao de novos letais ligados ao X recessivos induzidos e 
precisa e livre de erro. Ela envolve nada mais complexo do que 
registrar a presenqa ou a ausencia da prole masculina. Por este 
procedimento, Muller foi capaz de demonstrar um aumento de 
150 vezes na frequencia de letais ligados ao X apos tratar moscas 
femeas com raios X. 

Apos os experimentos pioneiros de Muller com Drosophila , ou- 
tros pesquisadores logo demonstraram que os raios X sao muta- 
genicos em outros organismos, incluindo plantas, outros animais e 
microbios. Alem disso, outros tipos de radiagao eletromagnetica de 
alta energia e muitas substancias quimicas logo foram demonstra- 
das como potentes mutagenos. A capacidade de induzir mutagoes 
em genes contribuiu imensamente para o progresso da genetica. Ela 
permitiu aos pesquisadores induzir mutagoes em genes de interesse 
e “nocautear” seu funcionamento. Os organismos mutantes podiam 
entao ser estudados para obter informagoes sobre a fungao do pro- 
duto genico tipo selvagem. Este enfoque (dissecgao mutacional) de 
processos biologicos demonstrou ser um poderoso instrumento na 
analise de muitos processos biologicos. 


QUESTOES PARA DISCUSSOES 

1. Muller demonstrou que os raios X induzem mutagoes em Droso¬ 
phila . Estudos subsequentes em muitos laboratories mostraram 
que os raios X sao mutagenicos em todos os organismos, in¬ 
cluindo seres humanos. Entretanto, os raios X tambem sao uma 
importante ferramenta diagnostica em medicina e odontologia. 
Quando voce se submete a um procedimento de raios X diag¬ 
nostic©, o profissional medico fornece um avental de chumbo 
para evitar a irradiagao de suas celulas reprodutivas. Isto as 
protege e diminui a chance de novas mutagoes que possam ser 
transmitidas para sua prole. Mas os raios X induzem mutagoes 
em celulas somaticas*, e algumas dessas mutagoes aumentam 
a chance de cancer no futuro. Que regulamentagoes se aplicam 
ao uso de raios X para fins diagnostics? Que fatores devem ser 
considerados ao estabelecer tais regulamentagoes? 

2. Alem dos raios X, outras formas de radiagao de alta energia tais 
como os raios gama, os raios cosmicos e as particulas liberadas 
pelo decaimento de substancias radioativas usadas em bombas 
nucleares e reatores nucleares sao altamente mutagenicas. Em 
1986, os riscos potenciais de reatores nucleares tornaram-se 
realidade quando a usina nuclear perto de Chernobyl na Ucra- 
nia explodiu e contaminou a cidade vizinha. Embora os rea¬ 
tores nucleares sejam uma fonte economica de eletricidade, 
o potencial de acidentes como o de Chernobyl permanece. 
Quais sao os pros e os contras do uso de reatores nucleares 
para fornecer energia economica e “ecologicamente segura”? 

*N.T.: Embora em geral nao seja feito, e necessario proteger tambem a 

tireoide. 



Exercicios Basicos 


llustram a analise genetica basica. 


1. Considere o papel da mutagao na evolugao. Uma especie pode- 
ria evoluir na ausencia de mutagoes? 

Resposta: Nao. Mutagao e uma primeira etapa essencial no 
processo evolutivo; e a principal fonte de toda a nova variagao 
genetica. Os mecanismos de recombinagao produzem novas 
combinagoes dessa variagao genetica, e a selegao natural (ou 
artificial) preserva as combinagoes que produzem organismos 
mais bem adaptados aos ambientes nos quais eles vivem. Sem 
mutagao, nao poderia haver evolugao. 

2. Considere um segmento curto de um gene tipo selvagem com a 
seguinte seqiiencia de pares de nucleotndeos: 

5 '-ATG TCC GCA TGG GGA-3' 

3'-TAC AGG CGT ACC CCT-5' 


A transcrigao deste segmento genico produz a seguinte seqiien- 
cia de nucleotideos do mRNA: 

5' -AUG UCC GCA UGG GGA-3' 

e a tradugao deste mRNA produz a seqiiencia de aminoacidos: 

metionina-serina-alanina-triptofano-glicina 

Se ocorrer substituigao de um unico par de nucleotideos neste 
gene, trocando G-C na posigao 7 por A-T, que efeito esta muta¬ 
gao tern no polipeptideo produzido por este gene? 

Resposta: O mRNA produzido pelo segmento do gene com a 
mutagao agora sera: 
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5'-AUG UCC ACA UGG GGA-3' 


Resposta: A seqiiencia de nucleotideos do mRNA especificada 
pelo segmento genico mutante sera: 


e codificara a seqiiencia de aminoacidos: 


5'-AUG UCC AGC AUG GGG A-3' 


metionina-serina-treonina-triptofano-glicina 


e o polipeptfdeo produzido pelo mRNA alterado sera: 


Note que o terceiro aminoacido do polipeptfdeo mutante e 
treonina em vez de alanina como no polipeptfdeo tipo selva- 
gem. Assim, esta substituigao de par de bases, como a maio- 
ria das substituigdes de par de bases, resulta em uma unica 
substituigao de aminoacido no polipeptfdeo codificado pelo 
gene. 

3. Se ocorre uma unica substituigao de par de nucleotideos no 
segmento genico mostrado no Exercfcio 2, mudanga de G-C na 
posigao 12 para A-T, que efeito a mutagao tera no polipeptfdeo 
produzido por este gene? 

Resposta: A seqiiencia do mRNA resultante sera: 

5'-AUG UCC ACA v UGA GGA-3' 
codon de fim 


metionina-serina-serina-metionina-glicina 

seqiiencia alterada de aminoacidos 

A insercao de um par de bases ira alterar a matriz de leitura do 
mRNA (trinucleotfdeos lidos como codons) distal ao sftio da 
mutacao. Como resultado, todos os aminoacidos especificados 
pelos codons posteriores ao sftio de insergao serao mudados, 
produzindo uma protefna anormal (em geral nao funcional). Em 
muitos casos, uma insergao mudara o codon de termino para a 
matriz de leitura apropriada para tradugao, causando a produgao 
de um polipeptfdeo truncado. 

5. Se as duas moleculas de DNA mostradas a seguir, onde a cabega 
da seta indica a ponta 3' de cada filamento, sofrerem crossing 
por quebra e reuniao, ambos os recombinantes mostrados serao 
produzidos com freqiiencias iguais? 


com o quarto codon mudado de UGG, um codon de triptofano, 
para UGA, um dos tres codons de fim de cadeia. Como resul¬ 
tado, o polipeptfdeo mutante sera terminado prematuramente 
nesta posigao, gerando uma protefna truncada. 

4. Se um unico par de bases A-T e inserido entre os pares de nu- 
cleotfdeos 6 e 7 no segmento genico mostrado no Exercfcio 2, 
que efeito esta mudanga tem no polipeptfdeo especificado por 
este gene? 


U- 




IT 


Quebra 

e 

reuniao 


& 


P- 


b + 


nr 


mr 


b + 


Resposta: Nao. Durante a recombinagao, apenas os filamentos 
de DNA com a mesma polaridade podem ser unidos. O segundo 
recombinantc nao sera produzido. 


lestar Seus Conhecimentos 


Integra conceitos e tecnicas diferentes. 


1. Charles Yanofsky isolou um grande ntimero de mutantes auxotro- 
ficos de E. coli que so podiam crescer em meio contendo o amino¬ 
acido triptofano. Como tais mutantes podem ser identificados? Se 
um auxotrofico especffico de triptofano resultar de uma mutagao 
induzida por acido nitroso, ele pode ser induzido a reverter para 
prototrofico por tratamento com 5-bromouracil (5-BU)? 
Resposta: A cultura de bacterias mutagenizadas deve ser em um 
meio contendo triptofano de modo que os mutantes desejados 
possam sobreviver e se reproduzir. As bacterias devem entao ser 
dilufdas, plaqueadas em meio de agar contendo triptofano e incu- 
badas ate que sejam produzidas colonias \nsfveis. As colonias em 
seguida sao transferidas para placas sem triptofano pela tecnica 
de plaqueamento replica desenvolvida pelos Lederberg (veja Fig. 
13.2). Os auxotroficos de triptofano desejados crescerao em pla¬ 
cas contendo triptofano mas nao em placas replica sem triptofano. 
Como acido nitroso e 5-BU produzem mutagoes de transigao em 
ambas as diregoes, A-T ^ G-C, qualquer mutagao induzida por 
acido nitroso deve ser induzida a retroinutar com 5-BU. 

2. Suponha que voce descobriu recentemente uma nova especie 
de bacterias e a dcnominou Escherichia mutaphilium. Durante o 


ultimo ano, voce estudou o gene mntA e seu produto polipep- 
tfdico, a enzima trinucleotfdeo-mutagenase, nesta bacteria. 
Foi demonstrado que E . mutaphilmm usa o codigo genetico 
estabelecido, quase universal, e se comporta como Escherichia 
coli em todos os outros aspectos relevantes da genetica mole¬ 
cular. 

O sexto aminoacido da ponta amino do trinucleotfdeo tipo 
selvagem mutagenase e histidina, e o gene tipo selvagem mutA 
tem a seqiiencia de trincas de pares de nucleotideos 

3'-GTA-5' 

5'-C AT-3' 

na posigao correspondente ao sexto aminoacido do produto 
genico. Tambem foram caracterizados sete mutantes isolados 
independentemente com substituigoes de um unico par de nu- 
cleotfdeos dentro desta trinca. Alem disso, as mutagenases de 
trinucleotfdeos mutantes foram todas purificadas e seqiiencia- 
das. Todas as sete sao diferentes: elas contem, respectivamente, 
glutamina, tirosina, asparagina, acido aspartico, arginina, prolina 
e leucina como o sexto aminoacido a partir da ponta amino. 
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Os mutantes mutA 1, mutA2 e mat A 3 nao se recombinam ms 
com os outros, mas cada urn ira recombinar-se com cada um 
doToutros quatro mutantes (mutA4, mutAS, mutAS e mutAl) 
para nroduzir recombinantes verdadeiramente tipo se 'a» 

S mila mente, os mutantes A4, A5 e A6 nao se recombinam 
uns com os outros mas produzirao verdadeiros recombinantes 
tipo selvagem em cruzamentos com cada urn dos outros quatro 
mutantes S Finalmente, cruzamentos entre mutAl e mutA , pi 
duzem cerca de ate o dobro de recombinantes do tipo selvagem, 
como cruzamentos entre mutA6 e mutAl- 

Os mutantes A1 e A6 sao induzidos a retromutar goto 

tipo selvagem por tratamento com 5 -bromouraci ( ), 

npo seivagc r .. A7 nao sao induzidos a 

quanto os mutantes A2, A3, A3, 

retromutar por tratamento com 5-BU. Os mutantes A2cA* 
crescem lentamente em meio mmimo, enquanto os mutantes 
/15 e A) levam muta 9 oes nulas (produzindo produtos gem- 
cos completamente inativos) e sao incapazes de crescei 
meio mmimo. Esta diferen 9 a foi usada para selecionar evento. 
mutacionais dos genotipos mutA3 e mutA5 para os genotipos 
tA4. Os mutantes e A5 podem set induzidos 
a mutar para A2 e A4 respectivamente, por tratamento^ com 
5-bromouracil ou hidroxilamina. Entretanto o mutante A3 
nao pode ser induzido a mutar para A4 nem A) para A , p 
tratamento com um dos mutagenos. , , 

Use as informa 9 oes dadas anteriormente e a natureza do c - 
digo geitico (Quadro 12.1) para deduzir que a elo mutante 
especffica o polipepti'deo mutante com cada umadas sete su 
tituicdes diferentes de aminoacidos na posi?ao 6 da mutagenase 
deTnucleoddeo e descreva a logica subjacente a cada uma de 

Resposta- As seguintes deduces podem ser tiradas das mfor- 

( 1 ) O^odot tipo selvagem para His deve ser CAU com base na 

seaiiencia de pares de nucleotideos do gene. . , 

(2) Os codons dos sete aminoacidos encontrados na posgao 

nos polipeptideos mutantes devem estar conectado P 

uma unica mudan 9 a de bases porque os mutantes sao todos de 
rivados do tipo selvagem por uma unica substitute de par de 
nucleotideos. Assim, a redundance do codigo genetico nao 
um fator para deduzir a tributes de codons especific . 

(3) Devido a natureza do codigo genetico, especi teamen 
redundance da terceira posi?ao (3’)emcada codon ’ e f. - 
substitutes possiveis de aminoacidos devidas a substitutes de 

1, S (causadas por subs***** ™ ^ 

no DNA) em cada uma das primeiras duas posi?oes (a base 5 e 

taS), mas »p»», - ***** f 2" ? 

devida a uma mudan 9 a de uma base na P os. 9 ao 3 (i base em 3 
no codon). Para facilitar a discussao, as posi 9 oes nos txes pares 
de nucleotideos na trinca em considerate serao refendas com 
posi 9 ao 1 (correspondendo a base 5' no codon), posi 9 ao _ (o pa 
S£ de nucleotideos) e posi 9 ao 3 (correspondendo a base 3 

(4) Como A1,A2 eA3 nao se recombinam entre si, devem re- 
sultar°de°substitutes de pares de bases na mesma pos, 9 ao na 
Snca ou na posi 9 ao 1 ou na posi 9 ao 2. O mesmo e verdade 
para A4 A5 e A6. Como A7 se recombina com cada um d 
outros seis alelos mutantes, ele deve resultar da sub S uuu 9 ao e 
um unico par de bases na posi 9 ao 3 que leva a uma mudan 9 a de 

(^Odntoaminoacido com codons conectadosaocodonde 

His CAU por mudan 9 as de uma base na posi 9 ao 3 e Gin (codons 


CAA e CAG). Assim, o polipeptideo mutAl deve ter glutamina 
(6)Tomrw«^na C substitui 9 ao na terceira posi 9 ao) produz 

erca do dobras recombinates tipo selvagem em enrzamen 

m con mutAl que nos cruzamentos com mutA6 a substmn 9 ao 
A deveTe na posi 9 ao 1 e a substitui 9 ao mutAS deve ser na po- 
taoTcombLda com (4) acima, isto coloca as substitutes 
42 e A3 na posi 9 ao 1 e as substitutes A4tAS na pos. 9 ao 2 
0) Como mutAl e mutAS sao induzidas a reverter ao tipo selva- 
2m por 5-BU, elas devem estar conectadas as trincas de pares 
de nucleotideos que codificam His por muta 9 oes de transi 9 ao, 

isto e, 


ATA 

(mutAl) 


5-BU 


GTA 

CAT 


5-BU 


GCA 

CGT 


(mu A 6) 


(8) Como —« . —« 

e mutA4 , respectivamente, pela hidroxilamina, ^ 

conectada aA2 eA) a A4, especificamente por transi 9 oes - 

A-T, isto e, 

. tA3) CTA ha TTA 
(mutA3) ^ AT -»• aaT 


GGA ha GAA 
(mutAS) ——>■ qTT 


( mutA4) 


Coletivamente, estas dedu 9 oes estabelecem que as correlates 
seguintes entre aminoacidos, codons e trincas de pares de nu¬ 
cleotideos estao presentes na posi 9 ao de interesse nos po ipep 
deos da mutagenase de trinucleotideos, mRNA, e nos genes nos 
sete mutantes diferentes: 

Mudancas de primeira base 
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™ Questoes e Problemas A _ 

13.1. Identifique as seguintes mutagoes de ponto representadas 
no DNA e no RNA como (1) transigdes, (2) transversoes on 
(3) mudanga de matriz de leitura. (a) A para G; (b) C para T; 
(c) C para G; (d) T para A; (e) UAU ACC UAU para UAU 
AAC CUA; (f) UUG CUA AUA para UUG CUG AUA. 

13.2. De todas as possiveis mutagoes de sentido trocado que po- 
dem ocorrer em um segmento de DNA que codifica o ami- 
noacido triptofano, qual a proporgao de transversoes para 
transigoes se ocorrerem todas as possiveis substitutes de 
pares de bases na mesma frequencia? 

13.3. Tan to mutagoes letais quanto visfveis devem ocorrer em 
moscas-das-frutas que sao submetidas a irradiagao. Cite um 
metodo para detectar (a) letais ligados ao X e (b) mutagoes 
visfveis ligadas ao X em drosofilas irradiadas. 

13.4. Como podem ser detectadas mutagoes em bacterias que 
causam resistencia a determinada droga? Como pode ser 
determinado se uma certa droga causa mutagoes ou se ape- 
nas ela identifica mutagoes ja presentes no organismo pes- 
quisado? 

13.5. As taxas de mutagoes espontaneas publicadas para humanos 
sao geralmente mais altas que aquelas para bacterias. Isto 
indica que os genes individuals de humanos mutam mais 
frequentemente que os de bacterias? Explique. 

13.6. Uma condigao pre-cancerosa (polipose intestinal) em uma 
determinada famflia humana e causada por um unico gene 
dominante. Entre os descendentes de uma mulherque 
morreu com cancer de colon, 10 pessoas morreram com 
o mesmo tipo de cancer e 6 agora tern polipose intestinal. 
Todos os outros ramos do grande heredograma foram cui- 
dadosamente examinados, e nenhum caso foi encontrado. 
Sugira uma explicagao para a origem do gene defeituoso. 


a compreensao e desenvolvem as habilidades anahticas. 

13.9. Se uma unica ovelha de pernas curtas ocorrer em um reba- 
nho, sugira experimentos para determinar se as pernas cur¬ 
tas sao o resultado de uma mutagao ou um efeito ambiental. 
Se decorrentes de uma mutagao, como se pode determinar 
se a mutagao e dominante ou recessiva? 

13.10. Como podem enzimas tais como a DNA-polimerase es- 
tar envolvidas no modo de agao tanto de genes mutadores 
quanto de antimutadores (genes mutantes que aumentam e 
diminuem, respectivamente, as taxas de mutagao)? 

13.11. Como as taxas de mutagoes espontaneas podem ser otimi- 
zadas pela selegao natural? 

13.12. Um gene mutador Dt em milho aumenta a taxa na qual o 
gene para aleurona incolor (a) muta para o alelo dominante 
(A), que produz aleurona colorida. Quando sao feitos cru- 
zamentos recfprocos (isto e, genitores de sementes dt/dt, 
a/a x Dt/Dt, a/a e genitores de sementes Dt/Dt, a/a x dt/ 
dt, a/a), os cruzamentos com genitores de sementes Dt/Dt 
pi oduziram tres vezes mais graos por espiga que o cruza- 
mento recfproco. Explique estes resultados" 

13.13. Uma unica mutagao bloqueia a conversao de fenilalanina 
em tirosina. (a) Espera-se que o gene mutante seja pleio- 
tropico? (b) Explique. 

13.14. Como podem ser diferenciadas a hemoglobina normal (he- 
moglobina A) e a hemoglobina S? 

13.15. Se GET e uma trinca de DNA (filamento transcrito de 
DNA) que especifica acido glutamico, que alteragoes de 
trinca de bases do DNA e do mRNA codificariam valina e 
lisina na posigao 6 da cadeia de P-globina? 

13.16. Por que a anemia falciforme e denominada uma doenga 
molecular? 


13.7. A distrofia muscular juvenil em humanos depende de um 
gene recessivo ligado ao X. Em um estudo intensivo, 33 
casos foram encontrados em uma populagao de cerca de 
800.000 pessoas. Os pesquisadores estavam convictos de 
que tinham encontrado todos os casos que estavam bem 
avangados para serem detectados na epoca em que o es¬ 
tudo foi feito. Os sintomas da doenga foram manifesta- 
dos apenas em homens. A maioria daqueles com a doenga 
morreram em idade jovem, e nenhum viveu alem dos 21 
anos de idade. Geralmente, apenas um caso foi detectado 
em uma famflia, mas as vezes dois ou tres casos ocorreram 
na mesma famflia. Sugira uma explicagao para a ocorren- 
cia esporadica da doenga e a tendencia do gene de persistir 
na populagao. 

13.8. Os produtos que resultant de mutagoes somaticas, tais 
como a laranja de umbigo e a maga Delicious, tornaram-se 
generalizados na citricultura e em plantios de magas. Entre- 
tanto, as caracterfsticas que resultant de mutagoes somati¬ 
cas raramente sao mantddas em animais. Por que? 


13.17. Supondo que a cadeia de p-globiita e a cadeia de a-globina 
tern um ancestral comum, que ntecanismos podem expli- 
car as diferengas que hoje existent entre estas duas cadeias? 
Que mudangas nos codons do DNA e do mRNA respon¬ 
dent pelas diferengas que resultaram em aminoacidos dife- 
rentes em posigoes correspondentes? 

13.18. Em determinada linhagem de bacterias, todas as celulas 
geralmente sao mortas quando esta presente uma concen- 
tragao especifica de estreptomicina no meio. Ocorrem mu¬ 
tagoes que conferem resistencia a estreptomicina. Os mu- 
tantes resistentes a estreptomicina sao de dois tipos: alguns 
podem viver com ou sem estreptomicina; outros nao po¬ 
dem sobreviver a ntenos que esta droga esteja presente no 
meio. Considerando uma linhagent sensfvel a estreptomi¬ 
cina desta especie, imagine um procedimento experimental 
pelo qual possam ser estabelecidas linhagens resistentes a 
estreptomicina dos dois tipos. 

13.19. Uma colegao de moscas-das-frutas foi tratada com 1.000 
roentgens (r) de raios X. O tratamento com raios X aumen- 
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tou a taxa de mutagao de um determinado gene em 2%. 
Que auinento de porcentagem na taxa de mutagao deste 
gene seria esperado se tal colegao de moscas fosse tratada 
com doses de raios X de 1.500 r, 2.000 r e 3.000 r? 

13.20. Por que a ffeqiiencia de quebras cromossomicas induzidas 
por raios X varia de acordo com a dose total e nao com a 
taxa em que sao induzidas? 

13.21. Um reator supcraquccc c produa tr/tio radioothm (W*X 
iodo radioativo (I 131 ) e xenonio radioativo (Xn 133 ). Por que 
devemos ficar mais preocupados com o iodo radioativo do 
que com os outros dois isotopos radioativos? 

13.22. Uma pessoa envolveu-se em um acidente e recebeu 50 ro¬ 
entgens (r) de raios X de uma vez. Outra pessoa recebeu 5 
r em cada um dos 20 tratamentos. Supondo que nao exista 
efeito de intensidade, que numero proporcional de muta¬ 
goes seria esperado em cada pessoa? 

13.23. Como a luz ultravioleta produz mutagoes reversfveis? 

13.24. Como o acido nitroso induz mutagoes? Que resultados fi- 
nais especificos devem ser esperados no DNA e no mRNA 
em decorrencia do tratamento de virus com o acido ni¬ 
troso? 

13.25. Alteragoes mutacionais induzidas pelo acido nitroso mais 
provavelmente sao transigSes ou transversoes? 

13.26. Voce esta triando tres pesticidas novos quanto a po- 
tencial mutagenicidade usando o teste de Ames. Duas 
linhagens his ~ resultantes de mudanga de matriz de lei— 
tura ou de uma mutacao de transigao foram usadas para 
produzir os seguintes resultados (numeros de colonias 
revertentes). 


Linhagem 1 

Controle de 
Mutante de 
Transigao 
(sem substancias 
qufmicas) 

Mutante de 
Transigao + 
Substancias 
Qufmicas 

Mutante de 
Transigao + 
Substancias 
Qufmicas + 
Enzimas de 
Ffgado de 
Rato 

Pesticida n° 1 

21 

180 

19 

Pesticida n 2 2 

18 

19 

17 

Pesticida n 2 3 

25 

265 

270 

Linhagem 2 

Controle dc 
Mutante por 
Mutante 

Mutante de 

Mutante de 
Matriz de 
Leitura + 
Substancias 


de Matriz 

Matriz de 

Qufmicas + 


de Leitura 

Leitura + 

Enzimas de 

(sem substancias 

Substancias 

Ffgado de 


qufmicas) 

Qufmicas 

Rato 

Pesticida n 2 1 

5 

4 

5 

Pesticida n 2 2 

7 

5 

93 

Pesticida n 2 3 

6 

9 

7 


Que tipos de mutagoes, se alguma, estes tres pesticidas indu- 
zem? 


13.27. Como a agao e o efeito mutagenico do 5-bromouracil dife- 
rem daqueles do acido nitroso? 

13.28. Sydney Brenner e A. O. W. Stretton observaram que mu¬ 
tagoes sem sentido nao terminam a sfntese de polipeptf- 
deos no gene rll do bacteriofago T4 quando tais mutagoes 
foram localizadas dentro de um intervalo da seqiiencia de 
DNA no qual uma unica insergao de nucleotideo foi feita 
em uma ponta e uma unica delegao de nucleotideo foi feita 
na mi fra. Como este nchado node ser explicado? 

13.29. Seymour Benzer e Ernst Freese compararam mutantes es- 
pontaneos e induzidos por 5-bromouracil no gene rll do 
bacteriofago T4. O mutageno aumentou a taxa de mutagao 
(j-JI + —> rll) varias centenas de vezes acima da taxa de muta¬ 
gao espontanea. Qua.se todos os mutantes (98 /o) induzidos 
por 5-bromouracil podiam ser induzidos a reverter para o 
tipo selvagem (rll —> rll + ) por tratamento com 5-biomou- 
racil, mas apenas 14% dos mutantes espontaneos podiam 
ser induzidos a reverter para o tipo selvagem com este tra¬ 
tamento. Discuta o motivo deste resultado. 

13.30. Como as alteragoes induzidas por acridina no DNA resul¬ 
tant em proteinas inativas? 

Use as atribuigoes conhecidas de codon-aminoacido 
fomecidas no Cap. 12 para resolver os problemas se¬ 
guintes. 

13.31. Mutagoes nos genes que codificam as subunidades a e (3 
de hemoglobina provocam doengas sangiiineas tais como 
talassemias e anemia falciforme. Voce encontrou uma fa- 
milia na China na qual alguns membros sofrem de uma 
nova forma genetica de anemia. As sequencias de DNA 
da ponta 5’ do filamento nao-molde do DNA normal e 
mutante codificantes da subunidade a de hemoglobina sao 
as seguintes: 

Normal 5' -ACGTTATGCCGTACTGCCAGCTAACT- 

GCTAAAGAACAATTA.-3' 

Mutante 5' -ACGTTATGCCCGTACTGCCAGCTAACT- 
GCTAAAGAACAATTA... .-3 ' 

(a) Que tipo de mutagao esta presente no gene mutante de 
hemoglobina? 

(b) Quais sao os codons na parte traduzida do mRNA trans- 
crito dos genes normal e mutante? 

(c) Quais sao as sequencias de aminoacidos dos polipepti- 
deos normal e mutante? 

13.32. O bacteriofago MS2 leva sua informagao genetica no RNA. 
Seu cromossomo e analogo a uma molecula poligenica dc 
mRNA em organismos que estocam sua informagao ge¬ 
netica no DNA. O minicromossomo MS2 codifica 4 poli- 
peptideos (isto e, ele tern quatro genes). Um desses quatro 
genes codifica a capa de protefna do IVIS2, um polipeptideo 
com 129 aminoacidos de tamanho. Ibda a seqiiencia de nu- 
cleotideos no RNA do MS2 e conhecida. O codon 112 do 
gene da protefna da capa e CUA, que especifica o aminoa- 
cido leucina. Se voce fosse tratar uma populagao replicante 
do bacteriofago MS2 com o mutageno 5-bromouracil, que 
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substitutes de aminoacidos voce esperaria ser induzida 
na posi?ao 112 da capa de protema de MS2 (isto e, Leu -4 
outro aminoacido)? ( Nota: o RNA do bacteriofago MS2 
replica-se usando um filamento complementar de RNA e 
pareamento de bases como DNA.) 

13.33. Seria esperado que as diferentes substitutes de aminoa- 
cidos induzidas por 5-bromouracil na posi^ao 112 do po¬ 
lipeptideo da capa que voce indicou no Problema 13.32 
ocorressem com iguais frequences? Caso sim, por que? 
Caso nao, por que nao? Qual, se alguma, ocorre mais fre- 
qiientemente? 

13.34. Iais mutagoes ocorreriam se uma suspensao nao replicante 
do fago MS2 fosse tratada com 5-bromouracil? 

13.35. Lembre que o acido nitroso desamina adenina, citosina e 
guanina (adenina —> hipoxantina, que faz par de bases com 
citosina; citosina —> uracil, que faz par de bases com adenina; 
e guanina -> xantina, que faz par de bases com citosina). Voce 
esperaria que o acido nitroso induzisse qualquer mutagao 
que resultasse na substituigao de outro aminoacido por uma 
glicina no polipeptideo tipo selvagem (isto e, glicina -> outro 
aminoacido) se a mutagenese fosse feita em uma suspensao 
de bacteriofago T4 maduro (nao replicante)? (Nota: Apos o 
tratamento mutagenico da suspensao de fago, o acido nitroso 
e removido. Pennite-se entao que os fagos tratados infectem 
E. coli para expressar quaisquer mutates induzidas.) Assim 
sendo, por qual mecanismo? Caso nao, por que nao? 

13.36. Tendo em mente a natureza conhecida do codigo genetico, 
a informagao dada sobre o fago MS2 no Problema 13.32 e 
as informagoes que voce aprendeu sobre o acido nitroso no 
Problema 13.35, voce esperaria que o acido nitroso indu¬ 
zisse quaisquer mutagoes que resultassem em substitutes 
de aminoacidos do tipo glicina —> outro aminoacido se a 
mutagenese fosse feita em uma suspensao de bacteriofagos 
A1S2 maduros (nao replicantes)? Caso sim, por que meca¬ 
nismo? Caso nao, por que nao? 

13.37. Voce esperaria que o acido nitroso induzisse uma freqiien- 
cia mais alta de substitutes Tir Ser ou Tir Cis? Por 
que? 


13.38. Quais das seguintes substitutes de aminoacidos voce de- 
veria esperar ser induzidas por 5-bromouracil com a fre- 
qiiencia mais alta? (a) Met -> Leu; (b) Met Tre; (c) Lis 

~ > ^ re 5 W) Lis Gin; (e) Pro ^ Arg; ou (Q Pro ^ Gin? 

Por que? 

13.39. A seqiiencia tipo selvagem de uma parte de uma protema e 

NH 2 -Trp-Trp-Trp-Met-Arg-Glu-Trp-Tre-Met 

Cada mutante no quadro seguintc difere do tipo selvagem 
por uma unica muta^ao de ponto. Usando esta informagao, 
detennine a seqiiencia de mRNA codificante do polipepti¬ 
deo tipo selvagem. Se houver mais de um nucleotfdeo pos- 
sfvel, cite todas as possibilidades. 

Mutante Seqiiencia de Aminoacidos do Polipeptideo 

1 Trp-Trp-Trp Met 

2 Trp-Trp-Trp-Met-Arg-Asp-Trp-Tre-Met 

3 Trp-Trp-Trp-Met-Arg-Lis-Trp-Tre-Met 

4 Trp-Trp-Trp-Met-Arg-Glu-Trp-Met-Met 

13.40. Sabe-se que os corantes acridina tais como a proflavina in- 
duzem primariamente adigoes ou delegoes de um so par 
de bases. Suponha que a seqiiencia de nucleotideos tipo 
selvagem no mRNA produzido por um gene e 

5 '-AUGCCCUUUGGGAAAGGGUUUCCCUAA-3' 

Suponha tambem que seja induzida uma mutagao neste 
gene pela proflavina e, subseqiientemente, seja induzido 
um revertente desta mutagao com proflavina, resultante 
de uma mutagao supressora em segundo sftio dentro do 
mesmo gene. Se a seqiiencia de aminoacidos do polipepti¬ 
deo codificado por este gene na linhagem revertente (mu¬ 
tante duplo) e 

NH 2 -Me t-P ro-F en-Gli - G1 u-Arg-F en-Pro-C OOH 

qual seria a seqiiencia de nucleotideos mais provavel no 
mRNA deste gene no revertente (mutante duplo)? 
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1 Topicos 

■ Evolu^ao do Conceito de Gene: 
Resumo 

■ Evoluqao do Conceito de Gene: 
Fun^ao 

■ Evolucao do Conceito de Gene: 
Estrutura 

■ Uma Defini^ao Genetica de 
Gene 

■ O Locus rll do Bacteriofago T4 

■ Genes Dentro de Genes no 
Bacteriofago $X174 

■ Relates do Complexo 
Gene-Proteina 



Uma cor^a de pigmenta<;ao normal com sua mae albina. 


0 Que E Vida? 

Em um artigo sobre pesquisa genetica nos anos que antecederam a desco- 
berta da estrutura do DNA, James Watson escreveu: 

Como estudante de graduaqao em Chicago, eu ja havia decidido pela genetica 
muito embora meu treinamento formal nela fosse insuficiente e a maior parte 
de meu curso refletisse um interesse de infancia pela historia natural. A genetica 
de populates a prindpio me intrigava, mas no momento em que li What Is 
Life ? 7 de Schrodinger fiquei direcionado para descobrir o segredo do gene 2 


^chrodinger, E. 1945. What Is Life? The Physical Aspect of the Living Cell, Cambridge University Press, 
London. 

2 Watson, J. D. 1966. Growing up in the phage group. Em Phage and the Oiigins of Molecular Biology ([. 
Cairns, G. S. Stent e J. D. Watson, eds.), pp. 239-245. Cold Spring Plarbor Laboratory Press, Cold 
Spring Harbor, New York. 
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Watson nao foi o unico cientista a ser influenciado pelo pequeno livro de Erwin 
Schrodinger. What Is Life? foi escrito por este ffsico austriaco, famoso por seu tra- 
balho em mecanica quantica, para explorar questoes biologicas fundamentais. Entre 
outras coisas, ele inclui uma discussao sobre como a irradiaqao da materia viva pode 
ser usada para determinar o tamanho de um gene. Schrodinger sabia da demonstra¬ 
te de Muller de que os raios X induzem mutaqoes e ficou curioso quanto as ideias 
de seu colega fisico Max Delbruck sobre o mecanismo subjacente. Delbruck colabo- 
rou com o geneticista russo Nikolaj V. Timofeeff-Ressovsky para analisar os efeitos 
da radiaqao e para desenvolver um modelo de “mecanica quantica” de um gene. A 
discussao de seu trabalho no What Is Life ? foi lida por outros ffsicos, e alguns deles, 
com a curiosidade despertada, decidiram abandonar a fisica e seguir a carreira em 
genetica. Um dos que mudaram foi um jovem americano chamado Seymour Benzer. 
Em um tributo a Max Delbruck (e, indiretamente, a Erwin Schrodinger), Benzer escre- 
veu: 

Delbruck entrou primeiro em minha vida na forma do titulo de um capltulo “Delbriick’s 
Model” no livro de Schrodinger What Is Life? Li este livro em uma idade impressionavel, 
quando ainda era um estudante de graduaqao de fisica do estado solido pre-transistor 
na Purdue University... Assim, eu fui subitamente envolvido na biologic, 3 

Por 10 anos, o campo da biologia ao qual Benzer aderiu envolveu a exaustiva ana- 
lise de dois genes no cromossomo do bacteriofago T4. O estudo de Benzer desses 
genes produziu os mapas geneticos mais detalhados ja construidos. Como veremos 
neste capftulo, tambem ajudou os geneticistas a esclarecer o que eles queriam dizer 
com a palavra “gene”. Assim, o livro de Schrodinger, envolvido com a questao “o que 
e a vida”, inspirou o trabalho que no final veio a responder a outra pergunta funda¬ 
mental: “O que e um gene? 


o gene e para os geneticistas o que o atomo e para a quf- 
mica. Assim, ao longo deste texto enfocamos nossa atengao 
no gene e nas formas alternativas dos genes (alelos). Nos ca- 
pftulos precedentes, examinamos os padroes de transmissao 
de genes que se distribuem independentemente e genes liga- 
dos, a localizacao cromossomica dos genes, a composigao quf- 
mica de genes e cromossomos, o mecanismo de replicagao, os 
eventos mutacionais nos genes e os mecanismos pelos quais os 
genes exercem seus efeitos sobre o fenotipo dos organismos. 
O que e esta tmidade de informagao genetica que chamamos 
de gene? Como veremos, o conceito de gene nao e estatico. 
Ele se desenvolveu atraves de varias fases desde que Wilhelm 
johannsen indroduziu o termo em 1909, e sem duvida evo- 
luira por meio de refinamentos adicionais no futuro. 

O gene foi primeiro definido como a tmidade de informa¬ 
gao genetica que controla um aspecto especifico do fenotipo. 
Tal descrigao, embora apurada, nao nos da uma definigao 
precisa, nao ambfgua, que possa ser usada para identificar 

Benzer. S. 1966. Adventures in the rll region. Em Phage and the Origins of 
Molecular Biology (J. Cairns, G. S. Stent e j. D. Watson, eds.) pp. 157-165. 
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York. 




um gene em termos moleculares. Em um rnvel mais funda¬ 
mental, o gene foi definido como a unidade de informagao 
genetica que especifica a sintese de um polipeptideo. Como 
o gene pode ser definido operacionalmente? Uma definigao 
operacional seria uma operagao ou experimento que se pode 
realizar para definir ou delimitar algo. Neste capftulo, enfo- 
caremos o teste de complementacao como uma definigao 
operacional do gene, a unidade de informagao genetica que 
controla a sintese de um polipeptideo ou uma molecula es- 
trutural de RNA. Tambem consideraremos as limitagoes do 
teste de complementagao, juntamente com as caracterfsticas 
estruturais unicas de genes selecionados. 


EV0LIXA0 DO CONCEITO DE GENE: RESUMO 

Nosso conceito de gene sofreu muitos refinamentos 
desde a descoberta de Mendel dos “fatores unitarios” 
em 1866. 

Antes de discutirmos as evidencias que apoiam os va- 
nos conceitos, vamos resumir os estagios importantes na 
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evolugao do conceito de gene. A teoria genica da heranga 
cotnegou com a publicagao classica de Mendel em 1866, mas 
nao se tornou uma parte aceita do conhecimento cienti'fico 
ate a redescoberta do trabalho de Mendel em 1900.O gene 
de Mendel (que nao tinha este norne) era o “carater” ou 
“fator unitario” que controlava uma caracterfstica fenotf- 
pica especffica tal a cor da flor em ervilhas. Na epoca da 
redescoberta do trabalho de Mendel, o medico ingles Sir 
Archibald E. Garrod estava estudando varias caracterfsticas 
herdadas em humanos. Garrod reconheceu primeiro que a 
homozigose para alelos mutantes recessivos podia causar de- 
feitos em processos normais do metabolismo. Seu conceito 
de gene e provavelmente dito de modo mais preciso como 
urn gene mutante-um bloqueio metabolico, que cerca de 40 
anos depois foi refinado para o conceito de um gene-uma 
enzima enunciado por George W. Beadle e Edward L. Ta¬ 
tum. Como muitas enzimas contem dois ou mais polipeptf- 
deos diferentes, cada um codificado por um gene separado, 
o conceito um gene-uma enzima subseqtientemente foi 


modificado para um gene-um polipeptideo. Para casos em 
que o produto final de um gene e uma molecula de RNA, 
o conceito de gene pode ser modificado para um gene-um 
transcrito. 

Antes de 1940, os genes foram considerados analogos a 
contas em um colar, e a recombinagao ocorria entre genes 
mas nao dentro deles. O gene era a unidade funcional ba- 
sica, que controla uma caracterfstica fenotfpica, e a unidade 
estrutural elementar, que nao podia ser subdividida por re¬ 
combinagao ou mutagao. O relato de Clarence Oliver de 
1940 de que havia ocorrido recombinagao dentro do gene 
lozenge de Drosophila estimulou muitos debates sobre seu sig- 
nificado. Quando o debate terminou, o par de nucleotfdeos 
tinha substitufdo o gene como a unidade basica de estrutura, 
a unidade do material genetico nao subdivisfvel por mutagao 
ou recombinagao. 

No infcio dos anos 1940, Edward B. Lewis desenvolveu 
o teste de complementagao, ou cis-trans, para o alelismo 
funcional em Drosophila. Este teste foi subseqiientemente 
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Fig. 14.1 ■ Estrutura genica. 
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ininterruptas (a), enquanto as 
sequencias codificantes de genes 
eucarioticos sao comumente 
interrompidas por sequencias 
nao codificantes (b). 































EVOLUgAO DO CONCE1TO DE GENE: FUN(AO ■ 397 


explorado por Seymour Benzer para definir o gene experi- 
mentalmente no bacteriofago T4. O teste de complemen¬ 
tagao deu uma definigao operacional do gene. Este teste 
permite a um geneticista determinar se duas mutagoes 
independentes estao situadas no mesmo gene ou em dois 
genes diferentes. Alem disso, o gene, definido pelo teste de 
complementagao, e um bom ajuste ao conceito um gene- 
urn polipeptideo. 

Nos anos 1960, elegantes experimentos de Charles Yano- 
fsky, Sydney Brenner e seus colaboradores mostraram que o 
gene e seu produto polipeptfdico eram estruturas co-lineares, 
com uma correlagao direta entre a seqiiencia de pares de nu¬ 
cleotfdeos no gene e a seqiiencia de aminoacidos no polipep¬ 
tideo. Entretanto, este conceito simples de gene como uma 
seqiiencia contmua de pares de nucleotfdeos especificando 
uma seqiiencia co-linear de aminoacidos no polipeptideo 
produzido pelo gene teve vida curta. No final dos anos 1960, 
foram descobertos genes superpostos e genes dentro de ge¬ 
nes, e foi demonstrado no final dos anos 1970 as seqiiencias 
de genes eucarioticos que sao interrompidas por sequencias 
de fntrons. Alem disso, mostrou-se que alguns genes, como 
por exemplo os genes codificantes de imunoglobulinas, sao 
estocados em cromossomos da linhagem germinativa como 
“segmentos de genes”, que sao reunidos em genes funcionais 
maduros durante o desenvolvimento. 

Assim, a definigao de gene precisa ser um tanto flexfvel 
para englobar todas as diferentes correlagoes estrutura- 
fungao que ocorrem nos organismos vivos. Aqui, defini- 
mos o gene como a unidade de informagao genetica que 
controla a sfntese de um polipeptideo ou uma molecula 
de RNA estrutural. Como definido, o gene pode ser iden- 
tificado operacionalmente pelo teste de complementagao. 
Como tal, o gene inclui as regioes 5’ e 3’ nao codificantes 
que estao envolvidas na regulagao da transcrigao e tradugao 
do gene e todos os fntrons dentro do gene (Fig. 14.1). O 
gene estrutural refere-se a parte que e transcrita para pro- 
duzir o RNA. No caso de genes superpostos, esta definigao 
requer que algumas sequencias de pares de nucleotfdeos se- 
jam consideradas componentes de dois ou mais genes. Para 
os casos em que exons sao juntos em varias combinagoes 
para fazer protefnas correlatas mas diferentes, o gene pode 
ser definido como uma seqiiencia de DNA que e uma uni¬ 
dade de transcrigao e codifica um grupo de polipeptfdeos 
proximamente correlatos, as vezes chamados “isoformas de 
protefnas”. Nos cromossomos da linhagem germinativa, as 
sequencias de DNA que codificam segmentos de cadeias de 
anticorpos provavelmente devem ser chamadas “segmentos 
genicos”, pois esta informagao genetica nao esta organi- 
zada em unidades que se ajustam a nenhuma das definigoes 
padroes de gene (Cap. 23). 

■■ P0NT0S1MP0RTANTES 

■ O conceito de gene sofreu muitos refinamentos desde o redes- 
cobrimento dos trabalhos de Mendel em 1900. 

■ A maioria dos genes codifica um polipeptideo e pode ser defi- 
nida operacionalmente pelo teste de complementagao. 


EVOLU^AO DO CONCEITO DE GENE: FUNCA0 

Nosso conceito de gene evoluiu a partir do “fator 
unitario” de Mendel que controla uma caracterfstica 
fenotipica ate a unidade do material genetico que 
especifica um polipeptideo e operacionalmente 
definido pelo teste de complementagao. 

Na segao anterior, examinamos resumidamente a evo- 
lugao do conceito de gene, a unidade basica de informagao 
genetica. O resumo incluiu tanto o aspecto funcional quanto 
o estrutural do gene. Agora, vamos dar uma visao mais apro- 
fundada do gene como uma unidade funcional. 

Mendel: Fatores Constantes que Controlam 
Caracteristicas Fenotipicas 

A lei do combinaqao de caracteres diferentes, que controla 
o desenvolvimento dos hibridos, tem portanto sua funda- 
mentaqao e exploraqao no prindpio enunciodo, de que 
os hibridos produzem ovocitos e graos de polen que em 
numeros iguais representam todas as formas constantes 
oriundas das combinagoes dos caracteres unidos na fertili- 
zaqao. (Mendel , 1866; tradugao de William Bateson.) 

Os caracteres ou fatores de Mendel, que hoje sao denomina- 
dos genes, controlam caracteristicas fenotipicas especfficas tais 
como cor das flores, cor das sementes e forma das sementes. 
Eles eram as unidades basicas do funcionamento, as unidades 
da informagao genetica que governa um aspecto especffico do 
fenotipo. Esta definigao de gene como unidade basica de fun- 
gao e aceita pela maioria dos geneticistas. Nao houve mudanga 
no conceito de gene como a unidade basica de fnngao desde sua 
descoberta por Mendel em 1866. Entretanto, a elucidagao da 
natureza qufmica do material genetico levantou duvidas sobre 
a estrutura do gene, e nossa compreensao da estrutura molecu¬ 
lar desta unidade basica de fungao sofreu varios refinamentos 
desde o redescobrimento do trabalho de Mendel em 1900. 

Se examinarmos o que se sabe sobre como os genes con¬ 
trolam caracteristicas fenotipicas, ficara obvia a necessidade 
de uma definigao mais precisa do gene. A via pela qual o 
gene exerce seu efeito sobre o fenotipo de um organismo 
geralmente e muito complexa (Fig. 14.2). Varios genes po- 
dem ter efeitos similares sobre a mesma caracterfstica feno¬ 
tipica, dificultando separar os efeitos individuals dos genes. 
Todos os genes de um organismo estao situados nos mesmos 
nucleos, e eles nao funcionam todos independentemente. 
O fenotipo de um organismo e o produto da agao de to¬ 
dos os genes dentro das restrigoes impostas pelo ambiente. 
Cada gene tambem tem um efeito sobre a populagao a qual 
pertence o organismo portador do gene. Finalmente, cada 
gene tem um efeito potencial, por pequeno que seja, sobre o 
fenotipo cumulativo da biosfera, pois cada gene pode afetar a 
capacidade do organismo, ou da populagao ou da especie de 
competir por um nicho ecologico na biosfera (Cap. 2 ‘ 
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Fig. 14.2 ■ A via complexa 
pela qual um gene exerce seu 
efeito sobre o fenotipo de um 
organismo, uma populacao ou a 
biosfera. 


Garrod: Um Gene Mutante-Um Bloqueio Metabolico 

Na epoca do redescobrimento do trabalho de Mendel em 
1900, Sir Archibald Garrod estava estudando varias doen- 
gas metabolicas congenitas em humanos. Uma delas era 
a doenga herdada alcaptonuria, que e facilmente detec- 
tada pelo escurecimento da urina com exposigao ao ar. A 
substancia responsavel pelo escurecimento e alcaptona (ou 
acido homogentisico), um intermediario na degradagao dos 
aminoacidos aroma ticos tirosina e fenilalanina (Fig. 14.3). 
Garrod acreditava que a presenga de acido homogentisico 
na urina era devida a um bloqueio na via normal do meta- 
bolismo deste composto. Alem disso, com base nos estudos 
de heredogramas, Garrod propos que a alcaptonuria era 
herdada como um unico gene recessivo. Os resultados dos 
estudos de Garrod sobre alcaptonuria e algumas outras do- 
engas congenitas em humanos, tais como albinismo, foram 
apresentados em detalhes em seu livro Ejtos Inatos do Meta- 
bolismo. Embora os detalhes da via bioquimica afetada pelas 
mutagoes recessivas que causam alcaptonuria so tenham 
sido esclarecidos muitos anos depois, Garrod compreendeu 
claramente a relagao entre genes e metabolismo. Seu con- 
ceito pode ser dito como um gene mutante-um bloqueio 
metabolico. 


Beadle e Tatum: Um Gene-Uma Enzima 

Durante o final dos anos 1930, George Beadle e Boris 
Ephrussi fizeram experimentos pioneiros sobre mutantes 
de cor de olho em Drosophila . Eles identificaram genes que 
sao necessarios para a sfntese de pigmentos especificos dos 
olhos, indicando que vias metabolicas catalisadas por enzi- 
mas estao sob controle genetico. Seus resultados motivaram 
Beadle a procurar um organismo ideal para usar na amplia- 
gao deste trabalho. Ele escolheu o mofo do pao com cor 
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Fig. 143 ■ Alcaptonuria em humanos resulta de um bloqueio 
no catabolismo de fenilalanina causado por uma muta^ao no 
gene que codifica a enzima oxidase do acido homogentisico. 
Quando esta enzima esta ausente ou inativa, seu substrato, o acido 
homogentisico, acumula-se nos tecidos e na urina. 
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de salmao Neurospora crassa porque ele pode crescer em um 
meio contendo apenas (1) sais inorganicos, (2) um acucar 
simples e (3) uma vitamina, a biotina. O meio de cresci- 
mento de Neurospora contendo apenas estes componentes 
e chamado “meio mmimo”. Beadle e seu novo colaborador, 
Edward Tatum, raciocinaram que Neurospora deve ser capaz 


de produzir de novo todos os outros metabolitos essenciais, 
tais como purinas, pirimidinas, aminoacidos e outras Stami¬ 
nas. Alem disso, imaginaram que a biossmtese destes fatores 
de crescimento deve estar sob controle genetico. Sendo as- 
sim, esperar-se-ia que mutagoes em genes cujos produtos 
estao envolvidos na biossmtese de metabolitos essenciais 
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. 1 ■ A capa da Science 
tacando a publicaqao de unn 
, dois primeiros rascunhos da 
iiencia de nucleotfdeos do g 
nano. O outro primeiro rasci 
publicado na Nature na nes. 


C NFOQUE TECMICO: 0 Genoma Humano - Quanto Genes? 

. . i __^ rrocrimontn p aDroximadamente 19.000 genes 


Quantos genes sao necessaries para determinar o crescimento e 
o desenvolvimento de um ser humano? Antes da liberaqao dos 
primeiros rascunhos da sequencia do genoma humano em feve- 
reiro de 2001 por equipes privadas e publicas de sequenciamento 
do genoma humano (respectivamente, Cetera, Inc. e o Interna¬ 
tional Human Genome Sequencing Consortium) (Fig. 1), a maioria 
das estimativas do numero de genes humanos era de 70.000 a 
100.000, com algumas de ate 140.000. Os primeiros projetos de 
sequenciamento do genoma tinham mostrado que a levedura . 
cerevisiae possuia cerca de 6.000 genes, a mosca-das-frutas D. 
melanogaster cerca de 13.000 genes, o pequeno verme C. elegans 


aproximadamente 19.000 genes e a pequena planta A. thahana 
cerca de 26.000 genes. Certamente, nos humanos somos murto 
mais complexes do que qualquer uma das especies menoonadas 
acima Certo? Se sao necessarios 26.000 genes para construir 
uma pequena planta, parece razoavel que seja necessano pelo 
menos o dobro disto para fornecer informaqoes geneticas suti- 

cientes que produzam um humano. 

Assim os resultados dos dois grupos de sequenciamento fo- 
ram um pouco chocantes. Cientistas da Cetera identificaram ape- 
nas 26.588 sequencias codificantes de proteinas em seu rascun o 
do genoma humano, com fracas evidences para ate 12.000 genes 
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[NFOQUE JECNICO: 0 Genoma Humano - Quantos Genes? (continual) 


adicionais. A analise do International Consortium de seus dados 
os levou a prever um total de 30.000 a 35.000 genes no genoma 
humano. Se eles estiverem corretos, o genoma humano contem 
apenas alguns milhares de genes mais que o genoma da planta 
Arabidopsis . 

O International Consortium estima que 30.000 a 35.000 
genes no genoma humano aparentemente e muito. Eles pu- 
blicaram recentemente ( Nature, 21 de outubro de 2004), uma 
“sequencia quase completa” com apenas 341 espacos, que in- 
clui 99% da eucromatina (cromatina rica em genes) no genoma. 
Surpreendentemente, a medida que a precisao dos dados de 
sequencia melhorou, o numero de genes previstos diminuiu. 
Em seu ultimo relato, o Consortium estima que o genoma hu¬ 


mano contem apenas 20.000 a 25.000 genes que codificam 
proteinas. Talvez nos nao sejamos tao complexos e sofistica- 
dos como pensavamos. 

Entretanto, Eric Lander, um autor Uder na publicagao inicial 
do genoma humano do International Consortium, alerta que de- 
vemos ter cautela pois (1) os genes que se expressam em niveis 
muito baixos em celulas especializadas podem ter escapado da 
detecgao pelos programas de previsao de genes usados nestes 
estudos e (2) os genes humanos dao origem a varias proteinas por 
vias alternativas de recomposigao de exons mais frequentemente 
do que os genes de moscas, vermes e plantas. (Veja a segao Vias 
Alternativas de Recomposigao do Transcrito: Isoformas de Protei¬ 
nas, mais adiante neste capitulo.) 


produzissem linhagens mutantes com requisitos adicionais 
de fatores de crescimento. 

Beadle e Tatum testaram esta previsao irradiando espo- 
ros assexuais (conidios) de Neurospora tipo selvagem corn 
raios X ou luz ultravioleta e triando os clones produzidos 
pelos esporos mutados quanto a novos requisitos de fato¬ 
res de crescimento (Fig. 14.4). Para selecionar linhagens 
corn uma mutagao em apenas um gene, eles estudaram so- 
mente linhagens mutantes que produziam uma proporgao 
de prole mutante para selvagem de 1:1 quando cruzados 
com um tipo selvagem. Eles identificaram mutantes que 
cresceram em meio suplementado com todos os amino¬ 
acidos, purinas, pirimidinas e vitaminas (chamado “meio 
completo”) mas que nao podiam crescer em meio mfnimo. 
Eles analisaram a capacidade destes mutantes de crescer 
em meio suplementado so com aminoacidos, ou so vita¬ 
minas, e assim em diante (Fig. 14.4, etapa 2). Por exem- 
plo, Beadle e Tatum identificaram linhagens mutantes que 
cresciam na presenga de vitaminas mas nao cresciam em 
meio suplementado com aminoacidos ou outros fatores 
de crescimento. Em seguida, investigaram a capacidade 
destas linhagens que precisavam de vitaminas para crescer 
em meio suplementado com cada uma das vitaminas sepa- 
radamente (Fig. 14.4, etapa 3). 

Deste modo, Beadle e Tatum demonstraram que cada 
mutagao resultou em uma necessidade de um fator de cresci¬ 
mento. Corrclacionando suas analises geneticas com estudos 
bioqufmicos das linhagens mutantes, eles demonstraram em 
varios casos que uma mutagao resultava na perda de uma ati- 
vidade enzimatica. Esse trabalho, pelo qual Beadle e Tatum 
receberam o Premio Nobel em 1958, foi logo verificado por 
estudos similares de muitos outros organismos em varios 
laboratorios. O conceito um gene-uma enzima tornou-se 
entao um ponto central da genetica molecular. 


Apropriadamente, no discurso de recebimento do Premio 
Nobel, Beadle disse: 

Neste longo cominho, descobrimos o que Garrod viu too 
claramente ha muitos onos. Hoje, conhecemos o seu tra¬ 
balho e estamos dentes de que adicionamos pouco , se 
algo , em um prindpio novo ... Port onto, somos capazes de 
demonstrar que o que Garrod mostrou para alguns ge¬ 
nes e algumas reaqoes qufmicas em humanos era verdade 
para muitos genes e muitas reaqoes em Neurospora. 

Um Gene-Um Rolipeptideo 

Subseqiiente ao trabalho de Beadle e Tatum, soube-se que 
muitas enzimas e proteinas estruturais sao heteromultime- 
ricas, isto e, contem duas ou mais cadeias polipeptfdicas 
diferentes, com cada polipeptfdeo codificado por um gene 
separado. Por exemplo, em E. coli, a enzima triptofano-sin- 
tetase e um heterotetramero composto de dois polipepti- 
deos a codificados pelo gene trpA e dois polipeptideos P 
codificados pelo gene trpB . Similarmente, as hemoglobinas, 
que transportam oxigenio de nossos pulmoes para todos os 
outros tecidos do corpo, sao proteinas tetramericas que con¬ 
tem duas cadeias a-globina e duas cadeias p-globina, assim 
como quatro grupos heme para ligagao de oxigenio (veja Fig. 
12.3). Outras enzimas, como a DNA-polimerase III de E. coli 
(Cap. 10) e a RNA-polimerase II (Cap. 11), contem muitas 
subunidades polipeptidicas diferentes, cada uma codificada 
por um gene separado. Assim, o conceito um gene-uma en¬ 
zima foi modificado para um gene-um polipeptfdeo. 

Considerando a relagao um gene-um polipeptfdeo, os ge- 
neticistas perguntaram quantos genes sao necessarios para 
produzir uma mosca, um venue, uma planta ou um ser hu¬ 
mano. Com a visao que a especie humana tern de si mesma 
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como a mais avangada e altamente evoluida do planeta, a 
resposta a esta pergunta sobre o numero de genes foi urna 
grande surpresa (veja Enfoque Tecnico: O Genoma Hu- 
mano - Quantos Genes?). 

H PONTOS IMPORTANTES 

■ A existencia de um elemento genetico basico, o gene, que con- 
trola uma caracteristica fenotipica especifica foi estabelecida 
pelo trabalho de Mendel em 1866. 

■ Durante o ultimo seculo, o conceito de gene evoluiu da unidade 
que pode mutar com o objetivo de causar um bloqueio especi- 
fico no metabolismo para a unidade que especifica uma enzima 
e para a sequencia de pares de nucleotideos no DNA que codifi- 
cam uma cadeia polipeptfdica ou uma molecula de RNA. 


EVOLUCAO DO CONCEITO DE GENE: 
ESTRUTURA 

Nosso conceito de gene evoluiu de“contas em um 
colar” nao divisivel por mutagao ou recombinagao para 
a sequencia de pares de nucleotideos que codifica um 
polipeptfdeo ou, em alguns casos, uma molecula de RNA. 

Na segao anterior, examinamos a evolugao do conceito 
de gene como o componente funcional basico do material 
genetico. Nesta segao, examinaremos o gene do ponto de 
vista estmtural. Qual a estrutura do gene? Todos os genes 
tern a mesma estrutura? 

0 Conceito Contas-de-um-Colar Anterior a 1940 

Antes de 1940, os genes em um cromossomo eram consi- 
derados analogos a contas em um colar. Acreditava-se que a 
recombinagao ocorria apenas entre as contas ou genes, e nao 
dentro de genes. O gene parecia ser indivisivel. De acordo 
com este conceito contas-em-um-colar, o gene era a unidade 
basica de informagao genetica definida por tres criterios: (1) 
fungao, (2) recombinagao e (3) mutagao. Mais especifica- 
mente, o gene era 

1. A unidade de fungao, a unidade do material genetico que 
controlava a heranga de uma “caracteristica” ou um atri- 
buto do fenotipo. 

2. A unidade de estrutura , operacionalmente definida de dois 
modos: 

a. Por recombinagao : como a unidade de informagao gene¬ 
tica nao subdivisivel por recombinagao. 

b. Por mutagao: como a menor unidade do material gene¬ 
tico capaz de mutagao independente. 

Os geneticistas inicialmente pensaram que todos os tres cri¬ 
terios definiam a mesma unidade basica de heranga, ou seja, 
o gene. 


Os geneticistas hoje sabem que estes criterios definem 
duas unidades diferentes de heranga. De acordo com o 
conceito molecular atual, o gene e a unidade de fungao, a 
unidade de informagao genetica que controla a sintese de 
uma cadeia polipeptfdica ou, em alguns casos, uma mo¬ 
lecula de RNA. A unidade de estrutura e simplesmente a 
unidade estrutura] no DNA, o par de nucleotideos. Como 
nao faz sentido chamar cada par de nucleotideos de gene, 
os geneticistas enfocaram a definigao original de gene 
como a unidade de fungao e descartaram a visao contas- 
em-um-colar de que o gene nao e subdivisivel por recom¬ 
binagao ou mutagao. Isto e claramente apropriado desde 
a enfase no trabalho de Mendel sobre o fator (ou gene, 
como chamamos agora) que controla uma caracteristica 
fenotipica. 

Descoberta de Recombinagao Dentro do Gene 

Em 1940, Clarence R Oliver publicou a primeira evidencia 
indicando que podia ocorrer recombinagao dentro de um 
gene. Oliver estava estudando mutagoes no locus lozenge no 
cromossomo X de Drosophila melanogaster. Duas mutagoes, 
lz s (olho de “oculos”) e lz g (olho “vitreo”), foram conside- 
radas alelos, isto e, formas diferentes do mesmo gene. Os 
dados disponiveis antes de 1940 indicavam que eles estavam 
mapeados no mesmo locus no cromossomo X. Eles tinham 
efeitos similares sobre o fenotipo do olho, e as femeas he- 
terozigotas lzf/lz g tinham olhos lozenge em vez de olhos tipo 
selvagem. Entretanto, quando femeas lz s /lz g foram cruzadas 
com machos lz s ou lz g e foi observado um grande numero de 
prole, a prole selvagem ocorria com freqiiencia de cerca de 
0,2 por cento. 

Essa rara prole tipo selvagem poderia ser explicada por 
reversao da mutagao lz s ou lz g . Adas havia dois argumen- 
tos fortes contra a explicagao de reversao. (1) A freqiiencia 
de reversao de lz s ou lz g para tipo selvagem em machos lo¬ 
zenge hemizigotos foi muito menor que 0,2 por cento. (2) 
Quando as femeas heterozigotas lzf/lz g tinham marcadores 
geneticos delimitando o locus lozenge , a rara prole com olhos 
tipo selvagem sempre tinha um cromossomo X com Iz v que 
era flanqueado por marcadores recombinantes externos. 
Alem disso, a mesma combinagao de marcadores externos 
sempre ocorria, como se os sitios lz s e lz g fossem fixos um 
em relagao ao outro e ocorresse crossmg entre eles. Se a fe- 
mea heterozigota lz?/lz g tivesse um cromossomo X do tipo 

x lz s y + 

' x+ ™ * — y 

a rara prole com olhos tipo selvagem toda (com uma excegao) 
conteria um cromossomo X com a seguinte composigao: 

x lz + y 
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Entre a prole destes crazamentos, a combinapao reciproca 
de marcadores externos (x + /) nunca aparecia em combina- 
gao com lz + . Este resultado sugeriu fortemente que as muta- 
foes lz s e hfi estivessem situadas em pontos distantes no locus 
lozenge e que o cromossomo lz + era produzido por crossing 
entre os doxs sitios, como mostrado no diagrama seguinte- 



Evidences definitivas do envolvimento de recombinapao exi- 
giram a recuperapao e a identificapao do mutante duplo IzL-lzL 
com a combinapao reciproca de marcadores externos, isto e, 



Oliver nao £01 capaz de identificar este mutante duplo por- 
que ele nao poderia ser distinguido dos fenotipos parentais 
com uma so mutapao. A identificapao de ambos os produtos 
os cromossomos tipo selvagem e mutantes duplos, produ- 
zidos por crossing-over dentro do gene lozenge, foi primeiro 
feita por Melvin M. Green, urn dos estudantes de Oliver. 

Os resultados destes estudos pioneiros primeiro indica- 
ram que o gene era mais complexo do que uma conta em 
urn colar. Eles mostraram que o gene era divisivel, contendo 
sin os que eram separaveis por crossing-over. Os resultados 
de Oliver e Green foram a primeira etapa para o conceito 
atual de gene como uma longa seqiiencia de pares de nucle- 
otideos, capazes de mutar e se recombinar em muitos sitios 
diferentes ao longo de seu tamanho. 


Recombinapao Entre Pares Adjacentes de 
Nudeotideos 

Os resultados obtidos por Oliver e Green em seus estu- 
c os de genes de Drosophila indicaram que sftios mutantes 
separaveis por recombinapao podiam existir dentro de urn 
umco gene. Seymour Benzer ampliou este quadro do gene 
demonstrando a existencia de 199 sitios distintos de muta¬ 
pao que eram separaveis por recombinapao dentro do gene 
rllA do bacteriofago T4 (veja O Locus rll do Fago T4). O 
conceito de gene de Benzer como uma seqiiencia de pares 
de nudeotideos capaz de mutar em muitos sitios distintos 
01 logo verificado pelos resultados de muitos pesquisadores 
que investigaram a estrutura do gene em varios organismos 
diferentes, tanto procariontes quanto eucariontes. Conside- 
rando esta informapao sobre a estrutura dos genes e a estru¬ 


tura conhecida do DNA, sabemos que a menor 
material genetico capaz de mutapao pode ser um unico par idle 
nudeotideos e que pode ocorrer recombinapao entre panes 
adjacentes de nudeotideos, seja entre genes ou dentro A-iUf 
A recombinapao entre pares adjacentes de nudeotideos ie 
um gene foi primeiro demonstrada por Charles Yanofche* 
seus estudos do gene trpA que codifica o polipeptideo a 
triptofano-sintetase em E. coli. Esta enzima, um retrain*™ 
contendo dois polipeptideos a e dois p, catalisa a etapa 
na biossintese do aminoacido triptofano. 

\anofsky e seus colegas isolaram e caracterizaram Ham 
grande numero de auxotroficos de triptofano com mutacoes 
no gene trpA. O gene tipo selvagem trpA codifica um poli- 
peptideo a com 268 aminoacidos de tamanho. Yanofsky - 
associados usaram tecnicas laboriosas de sequenciamento at 
proteinas para determinar a seqiiencia completa de aminr.=- 
cidos do polipeptideo a tipo selvagem. Eles tambem deter- 
minaram as substituipoes de aminoacidos que ocorreram err 
varias formas mutantes do polipeptideo a de triptofano-sin- 
tetase. Eles mapearam as mutapoes dentro do gene trpA por 
crazamentos de dois e tres fatores e compararam as posicoes 
de mapa com os locais de substituipao de aminoacidos nos 
polipeptideos mutantes. 

Yanofsky e colaboradores mostraram que pode ocorrer 
recombinapao entre mutapoes que alteram o mesmo ami- 
noacido. As mutapoes trpA23 e trpA46 resultam ambas na 
substituipao de outro aminoacido (arginina no caso de -Pi 
acido glutamico no caso de A46) para a glicina presente na 
posipao 211 do polipeptideo a de triptofano-sintetase cr»- 
selvagem. Entretanto, estas duas mutapoes ocorrem em sidos 
mutaveis diferentes; isto e, os sitios A24 &A46 sao separave:. 
por recombinapao. Yanofsky e colaboradores determinant 
os aminoacidos presentes na posipao 211 do polipeptideo ct 
em outros mutantes bem como em revertentes e reverten- 
tes parciais dos mutantes trpA23 e trpA46. Usando esta m- 
formapao e as atribuipoes conhecidas de codons, eles foran- 
capazes de determinar quais dos codons de glicina, annmnz 
e acido glutamico estavam presentes no mRNA de trp. na 
posipao que codifica o aminoacido 211 dos polipeptideos a 
presentes em celulas trp\ trpA23 e tr P A46, respecdvamtnte 
(Fig. 14.5). 

Uma vez conhecidos os codons especificos no mRX A as 
seqiiencias correspondentes de pares de bases no sene esmi- 
tural do qual e transcrito o mRNA sao tambem conhec das. 
Em hlamento do DNA sera complementar ao mRNA. e o 
segundo filamento do DNA sera complementar ao primeiro 
filamento. Portanto, os dados de Yanofsky demonstramm 
que os eventos mutacionais que produziram os alelos trp 42* 
e trp46 eram transipoes G-C para A-T em pares de nud- 
otideos adjacentes. As celulas t?p + produzidas por recom- 
binagao entre cromossomos com as mutacoes A2 3 
demonstraram que tinha ocorrido recombinapao entre panes 
de nudeotideos adjacentes, como mostrado na Fi: ; - 
resultados de Yanofsky mostraram que a unidade de maiEemsll 
genetico nao divisivel por recombinapao e o umco par de 
nudeotideos. 
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Fig. 14.5 ■ Sequencia do aminoacido 211 (do terminal NH 2 ) do 
polipeptfdeo a de triptofano sintetase de E. coli. O aminoacido 
211 esta alterado em mutantes trpA22> e trpA46 (veja Fig. 14.8). As 
trincas de codons mostradas entre parenteses sao os unicos codons 
especificos para os aminoacidos indicados que irao permitir que 
todas as substitutes observadas de aminoacidos ocorram por 
substitutes de um unico par de bases. O numero ao lado de cada 
seta indica o numero de vezes que foi observada a substituigao em 
particular. 


C.ofoV\wv\\e urn 

Gene e seu Produto Polipeptidico 

A informagao genetica e estocada em sequencias lineares de 
pares de nucleotfdeos no DNA (ou nucleotfdeos no RNA, 
em alguns casos). A transcricao e a tradugao convertem esta 
informagao genetica em sequencias lineares de aminoacidos 
em polipeptideos, que funcionam como os principais inter¬ 
mediaries no controle genetico do fenotipo. 

Hoje sabemos que as sequencias de pares de nucleotfdeos 
das regioes codificantes dos genes estruturais e as sequen¬ 
cias de aminoacidos dos polipeptideos que eles codificam sao 


co-lineares: os primeiros tres pares de bases da sequencia 
codificante de um gene especificam o primeiro aminoacido 
do polipeptfdeo, os tres pares de bases seguintes (quatro a 
seis) especificam o segundo aminoacido, e assim em diante, 
de um modo sistematico (Fig. 14.7 a). Tambem e conhecido 
que a maioria dos genes em eucariontes superiores sao inter- 
rompidos por fntrons (Cap. 11). Entretanto, a presenga de 
fntrons nos genes nao invalida o conceito de co-linearidade. 
A presenga de fntrons nos genes simplesmente significa que 
nao ha uma correlagao direta em distancias fisicas entre as 
posigoes das trincas de pares de bases codificantes em um 
gene e as posigoes de aminoacidos no polipeptfdeo especifi- 
cado por este gene (Fig. 14.7 b). 

A primeira forte evidencia de co-linearidade entre um gene 
e seu produto polipeptidico resultou de estudos realizados por 
Charles Yanofsky e colaboradores do gene de E. coli que co- 
difica a subunidade a da enzima triptofano-sintetase. Como 
ja foi mencionado, esta enzima content dois polipeptideos a 
codificados pelo gene trpA e dois polipeptideos p codifica- 
dos pelo gene tipB. Yanofsky e colaboradores fizeram uma 
detalhada analise genetica de mutagoes no gene trpA e cor- 
relacionaram os dados geneticos com dados bioqufmicos das 
sequencias de polipeptideos a da triptofano-sintetase tip£ sel- 
vagem e mutante. Eles demonstraram que ha uma correlagao 
direta entre as posigoes de mapa de mutagoes no gene trpA e 
as posigoes das substituigoes de aminoacidos resultantes no 
polipeptfdeo a da triptofano-sintetase (Fig. 14.8). 

Quase ao mesmo tempo, Sydney "Brenner e colaborado¬ 
res demonstraram uma co-Ymearidade similar entre as posi¬ 
goes de mutagoes no gene do bacteriofago T4 que codifica a 
principal protefna estrutural da cabega do fago e as posigoes 
no polipeptfdeo afetadas por estas mutagoes. Brenner e co¬ 
laboradores estudaram as mutagoes ambar (UAG de termino 
de cadeia) e demonstraram uma correlagao direta entre o ta- 
manho do fragmento do polipeptfdeo produzido e a posigao 
da mutagao dentro do gene. 

Evidencia definitiva de co-linearidade foi fornecida por 
comparagoes diretas entre as sequencias de nucleotfdeos dos 
genes e as sequencias de aminoacidos de seus produtos po- 
lipeptfdicos. Um dos primeiros casos em que a sequencia de 
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Fig. 14.6 ■ Recombinagao 
entre mutagoes em pares 
adjacentes de nucleotfdeos 
no gene trpA de E. coli. As 
mutagoes A23 e A46 resultam 
ambas em substituigao de 
aminoacido na posigao 211 do 
polipeptfdeo de triptofano- 
sintetase a. A £. coli tipo 
selvagem tern uma glicina 
nesta posigao do polipeptfdeo 
a. A23 causa uma substituigao 
de arginina por glicina; A46 
causa uma substituigao de 
acido glutamico por glicina 
(veja Fig. 14.5). 
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Processamento do transcrito genico 


Codons 
no mRNA 


Aminoacidos no 
produto genico 
polipeptidico 


1 2 3 4 5 

r^-i r^-i i—i r-^-i r-^-i 


6 7 8 9 10 

r^i 


A A 



Traducao 


301 302 303 304 

r^~i i—i i—i r-A—, 


aa i aa 2 aa 3 aa 4 aa 5 aa 6 aa 7 aa g aa 9 aa^AAaa^aa^aa^aa^ 


(b) Regiao codificante de gene eucariotico tipico interrompido por introns. 


Fig. 14J ■ Co-linearidade entre as 
regioes codificantes de genes e seus 
produtos polipeptidicos. 


aminoacidos de um polipeptideo e a seqiiencia de nucleotf- 
deos do gene que o codifica foram ambas determinadas expe- 
rimentalmente envolveu a proteina da capa do bacteriofago 
MS2 e o gene que a codifica. Este pequeno virus tern um 
genoma de RNA que codifica apenas quatro proteinas, uma 
sendo a capa de proteinas que encapsula o RNA. Em 1972, 
Walter Fiers e colaboradores usaram o codigo genetico para 
comparar a seqiiencia de nucleotideos do gene da capa de 
proteinas com a seqiiencia de aminoacidos do polipeptideo 
da capa e observaram que as seqiiencias apresentavam uma 
co-linearidade perfeita (Fig. 14.9). Desde entao, resultados 


similares estabeleceram co-linearidade entre muitos genes 
e seus produtos proteicos em organismos que variant desde 
virus ate seres humanos. 

mm P0NT0S IMP0RTANTES 

8 O conceito de gene evoluiu desde o de conta-em-um-colar. 
nao divisivel por recombinaqao ou mutaqao, ate uma sequen- 
cia de pares de nucleotideos no DNA codificando uma cadeia 
polipeptidica. 

8 A unidade de material genetico nao divisive: por recombinacao 
ou mutaqao e um unico par de nucleotideos. 


Mapa genetico 

Distances de mapa 
(nao em escala): 

Aminoacidos no 
polipeptideo tipo selvagem: 


Aminoacidos no 
polipeptideo mutante 


A3 


Glu 


-gene trpA - 

A33 A446 A487 A223 A23 A46 A187 A78 A58 A169 A96 

0 | 1,4 | 0,041 0,3 | 0,4 10,001| 0,6 [0^0001^02^^^ 

Glu Tir Leu Tre Gli Gli Gli Gli Gli Ser Gin 


1 I I I I I I I I I II 


Val Met Cis Arg lie Arg Glu Val 


Cis Asp Leu (term.) 


Posicao da mudanca 

de aminoacido no ^ 2 ^ ^ ^9 ^9 175 177 183 211—211—213—234—234—235—243—268—COOH 

polipeptideo: 


Fig. 14.8 ■ Co-linearidade 
entre o gene trpA de E. coli e 
seu produto polipeptidico, o 
polipeptideo a de triptofano- 
sintetase. As posiqoes de mapa 
das mutaqoes no gene trpA 
sao mostradas em cima e as 
localizaqdes das substitutes 
de aminoacidos produzidas por 
estas mutaqoes sao mostradas 
abaixo do mapa. 
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Solucao de 
transferencia 
(20 X SSC ou 
NaOH 0,4 M) 


3 a 4 
e 

3 a 4 folhas de 
Whatman 3 MM 


Placa de vidro 


3 a 4 folhas de 
Whatman 3 MM 
molhadas em 
solucao de 
transferencia 

3 a 4 folhas longas 
de Whatman 3 MM 
embebidas em 
solucao de transferencia 
para servir como pavio. 


Membrana de nailon 


Gel de agarose 
contendo DNA 


Bandeja de vidro 


riaca de vidro 
atraves de 
bandeja para 
suporte 


Fig. 15.22 ■ Procedimento usado para 
transferir DNA separados por eletroforese 
em gel para membranas de nailon. A 
solucao de transferencia leva o DNA do gel 
para a membrana a medida que as folhas 
de papel-toalha absorvem a solucao salina 
do reservatorio, atraves do gel, para as 
toalhas. O DNA liga-se a membrana por 
contato. A membrana com o DNA ligado a 
ela e seca e aquecida sob vacuo para afixar 
firmemente o DNA antes da hibridiza^ao. 
SSC e uma solucao contendo cloreto de 
sodio e citrato de sodio. 


ESffig” 7M) ndzs de DNA que se bibrid ™ m * 

A capacidade de transferir moleculas de DNA que fo. 
ram separadas por eletroforese e,n gel para membranas 

an/teLT ' Sn ' dOS d ' hibridi “ f5 “ ‘ »P<* * 

lises prcnou ser extremamente util (veja Enfoque Tec- 
Cfsrica, eteC9a0 dC Um GenC Mutante Chador de Fibrose 


Analise de RNA por Hibridiza^ao Northern 

Se moleculas de DNA podem ser transferidas de geis de aea- 
iose para membranas de nailon para estudos de hibridizacao 
podemos esperar que moleculas de RNA separadas por eletro’ 
torese em gel de agarose possam ser similarmente transferidas 
e anahsadas. De fato, tais transferencias de RNA sao usadas 
rotmetramente em laboratorios de genetica. As transferencias 


Coluna 1:DNA de fago 
^ cortado com 

It Tiarcadores Goluna 2: DNA genomico 
de tamanhc. de Arabidopsis 

cortado com EcoR\ 


Auto-radiograma d 
transferencia de 
Southern da colum 


Kb 

23,1 



5 


m 


(a) Gel de agarose corado 
com brometo de etidio. 


(b) Transferencia de Southern 
em gel mostrada (a) apos 
hibridizacao com um cDN/ 
marcado de (3-tubulina. 


Fig. 15.23 ■ Identifica^ao de fragmentos de restrigao 
genomicos que possuem sequencias especificas de DNA 
pelo procedimento de hibridizaqao de transferencia de 
Southern, (a) Foto de um gel de agarose corado com 
brometo de etidio contendo DNA de fago X digerido 
com Hindlll (coluna da esquerda) e DNA de Arabidopsis 
thahana digerido com fcoRI (coluna da direita) A 
digestao de DNA de X fornece marcadores de tamanho. 

igestao de DNA de A. thaliana foi transferida para 
uma membrana de nailon pelo procedimento de 
Southern (Fig. 15.22) e hibridizada com um fragmento de 
DNA radioativo de um gene clonado de P-tubulina. A 
transferencia de Southern resultante e mostrada em (fa); 
nove fragmentos diferentes de FcoRI hibridizados com a 
sonda de P-tubulina. 
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de RNA sao chamadas transferencias northern , uma brin- 
cadeira com o nome de Southern, era urn procedimento ana- 
logo a transferencia de Southern mas com moleculas de RNA 
sendo separadas e transferidas para uma membrana. Como 
sera discutido na seqao seguinte, esta terminologia foi am- 
pliada para a transferencia de proteinas de geis para membra- 
nas, um procedimento chamado de transferencia western. * 

O procedimento de transferencia northern e essencial- 
mente identico ao usado nas transferencias de Southern (Fig. 
15.22). Entretanto, as moleculas de RNA sao muito sensiveis 
a degradaqao por RNases. Assim, deve ser tornado cuidado 
para evitar contaminacao de materiais com estas enzimas ex- 
tremamente estaveis. Alem disso, a maioria das moleculas de 
RNA content uma consideravel estrutura secundaria e devem 
portanto ser desnaturadas durante eletroforese de modo a se- 
para-las com base no tamanho. A desnaturacao e feita por 
adiqao de formaldeido ou alguin outro desnaturante quimico 
ao tampao de eletroforese usado. Apos transferencia para uma 
membrana apropriada, o RNA e hibridizado com sondas de 
RNA ou DNA como na transferencia de Southern. 

As hibridizaqoes northern (Fig. 15.24) sao extremamente 
uteis em estudos de expressao genica. Elas podem ser usa- 

RLF RLF RLF 


-A 


das para determinar quando e onde um determinado gene 
e expresso. Entretanto, devemos lembrar que as hibridi- 
zaqoes northern so medem o aciimulo de RNA transcritos. 
Elas nao dao informaqoes sobre por que ocorreu o aciimulo 
observado. As mudanqas nos niveis dos transcritos podem 
ser devidas a mudan?as na taxa de transcriqao ou a mudan- 
qas na taxa de renovaqao do transcrito. Devem ser usados 
procedimentos mais sofisticados para distinguir estre estas 
possibilidades. 

Analise de Proteinas por Tecnicas Western 

A eletroforese em gel de poliacrilamida e um instrumento 
importante para separagao e caracterizagao de proteinas. 
Como muitas proteinas funcionais sao compostas de duas ou 
mais subunidades, polipeptideos individuals sao separados 
por eletroforese na presenga do detergente sodico sulfato de 
dodecila (SDS), que desnatura proteinas. Apos eletroforese, 
as proteinas sao detectadas por coloragao de azul Coomassie 
ou coloragao de prata. Entretanto, os polipeptideos separa¬ 
dos tambem podem ser transferidos do gel para uma mem¬ 
brana de nitrocelulose, e proteinas individuals podem ser 
detectadas com anticorpos. Esta transferencia de proteinas 
de geis de acrilamida para membranas de nitrocelulose, cha- 
mada de transferencia western , e feita usando-se uma cor- 
rente eletrica para mover as proteinas do gel para a super- 
flcie da membrana (Fig. 15.25). Apos a transferencia, uma 
protelna especlfica de interesse e identificada colocando-se 






(a) Codificaa Q>) TUA1 (c) TUA3 

Fig. 15.24 ■ Dados tipicos de hibridizagao northern. Os RNA 
totals foram isolados de raizes (R), folhas (L) e flores (F) de uma 
planta A. thaliana, separados por eletroforese em gel de agarose e 
entao transferidos para membranas de nailon. O auto-radiograma 
mostrado em (a) e uma transferencia que foi hibridizada com uma 
sonda radioativa contendo uma sequencia codificante de cx-tubulina. 
Esta sonda hibridiza com os transcritos de todos os seis genes de (i 
tubulina em A. thaliana. Os auto-radiogramas mostrados em (b) e (c) 
sao de RNA que foram hibridizados com sondas de DNA especificas 
para os genes al e a3 de tubulina [TUA1 e TUA3, respectivamente). 
Os resultados mostram que o transcrito de tubulina «3 esta 
presente em todos os orgaos analisados, enquanto o transcrito 
de tubulina ocl so esta presente nas flores. Os RNA ribossomicos 
18S e 26S fornecem marcadores de tamanho. Suas posigoes foram 
determinadas a partir de uma foto do gel corado com brometo de 
etidio antes da transferencia dos RNA para a membrana de nailon. 


*N.T.: Northern e western sao duas “hrincadeiras” com o nome de Edwin 
Southern. 


eletrodo - 


Suportes 
de plastico 



Membrana de 
nitrocelulose 

Gel de acrilamida 
contendo proteinas 

Papel Whatman 3 MM 


Apoios 
eletrodo + 


Sanduiche de transferencia western; 
todas as bolhas de ar devem ser removidas 


Fig. 15.25 ■ Uma tipica transferencia western , ou 
eletrotransferencia. E usada uma corrente eletrica para transferir 
as proteinas de um gel para uma membrana de nitrocelulose 
colocada proxima a ele na transferencia sanduiche. Todos os outros 
componentes do sanduiche funcionam para dar um suporte suave 
mas firme. Contato intimo entre o gel e a membrana e essencial para 
boa transferencia. 
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(a) Gel corado (b) Transferencia western 

Fig. 15.26 ■ O uso de transferences western para identificar 
protei'nas individuals separadas por eletroforese em gel de 
poliacrilamida. (a) Proteinas isoladas de raizes ou folhas de milho 
foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida e 
coradas com Coomassie azul. ( b) A forma cloroplastica de 
glutamina-sintetase foi identificada por analise de transferencia 
western do gel mostrado em (a). 


a membrana com as protei'nas imobilizadas em uma solugao 
contendo um anticorpo contra a protema. Anticorpos nao 
ligados sao removidos da membrana, e a presenga do anti¬ 
corpo initial (primario) e detectada colocando-se a mem¬ 
brana em uma solugao contendo um anticorpo secundario. 
Esse anticorpo secundario reage com imunoglobulinas (o 
giupo de protei'nas contem todos os anticorpos) em geral 
(Gap. -3). O anticorpo secundario e conjugado ou com um 
isotopo radioativo (permitindo auto-radiografia) ou com 
uma enzima que gera um produto visi'vel quando e adicio- 
nado o substrato apropriado. A Fig. 15.26 mostra o emprego 
da transferencia western para detectar uma unica protefna 
em um gel de poliacrilamida contendo todas as protei'nas 
celulares das raizes e folhas de milho. 

M PONTOS IMPORTANTES 

■ Fragmentos de DNA de restrigao e outras pequenas moleculas 

e DNA podem ser separados por eletroforese em gel de aga- 
rose ou acrilamida e transferidos para membranas de nailon 
para produzir transferences de Southern. 

■ Os DNA em transferences de Southern podem ser hibridiza- 
dos com sondas marcadas de DNA para detectar sequences de 
interesse por auto-radiografia. 

■ Quando moleculas de RNA sao separadas por eletroforese em 
gel e transferidas para membranas para analise, os RNA resul- 
tantes no gel sao denominados transferences northern. 


* Quando proteinas sao transferidas de geis para membranas 
e detectadas com anticorpos, os produtos sao denominados 
transferences western. 


A ANALISE MOLECULAR DE GENES E 
CR0M0SS0M0S 

Os sitios nos quais enzimas de restrigao cortam 
moleculas de DNA podem ser usados para construir 
mapas fisicos das moleculas. Entretanto, sequencias 
de nucleotideos fornecem os mapas fisicos finais de 
moleculas de DNA. 

Tecnicas de DNA recombinante permitem que geneti- 
cistas determinem a estrutura de genes, cromossomos e ge- 
nomas inteiros. Pesquisadores de genetica molecular estao 
construindo mapas geneticos e fisicos detalhados dos geno- 
mas de muitos organismos (Cap. 16). 

O mapa ffsico de um elemento genetico e a sua seqiiencia 
de nucleotideos, e as sequencias completas de nucleotideos 
dos genomas de muitos virus, bacterias, mitocondrias, clo- 
roplastos e alguns organismos eucarioticos ja foram deter- 
minadas. Alem disso, o International Human Genome Se¬ 
quencing Consortium publicou recentemente (outubro dc 
2004) uma seqiiencia “quase completa” do genoma humano. 
Essa seqiiencia contem apenas 341 espagos e cobre 99% da 
cromatina rica em genes no genoma humano (Cap. 16). Nas 
segoes seguintes, discutiremos a construgao de mapas de si¬ 
tios de clivagem com enzimas de restrigao de genes e cro¬ 
mossomos e a determinagao de sequencias de DNA. 


Mapas Fisicos de Moleculas de DNA Baseados em 
Sitios de Clivagem de Enzimas de Restrigao 

A maioria das endonucleases de restrigao corta moleculas 
de DNA de um modo sitio-especifico (veja Quadro 15.1). 
Como resultado, elas podem ser usadas para gerar mapas 
fisicos de cromossomos que sao de grande valor para ajudar 
pesquisadores no isolamento de fragmentos de DNA porta- 
dores de genes ou outras sequencias de DNA de interesse. 
Os tamanhos dos fragmentos de restrigao podem ser deter- 
minados por eletroforese em gel de poliacrilamida ou aga¬ 
rose (Fig. 15.21). Devido a subunidade estrutural do DNA 
em nucleotideos, com um grupo fosfato por nucleotideo, 
o DNA tern uma carga essencialmente constante por uni- 
dad e de massa. Assim, as taxas de migragao de fragmentos 
de DNA durante eletroforese fornecem estimativas precisas 
de seus tamanhos, sendo a taxa de migragao inversamente 
proporcional ao tamanho. 

O procedimento que e usado para mapear os sitios de 
clivagem por enzimas de restrigao e ilustrado na Fig. 15.27. 
Os tamanhos dos fragmentos de restrigao sao estimados 
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BS3 [NFOQUE JECNICO: Detect de urn Gene Mutante Causador de Fibrose Gstica 


A fibrose clstica e caracterizada pelo acumulo de muco nos pul- 
moes, no pancreas e no flgado com subsequente funcionamento 
defeituoso destes orgaos. E a doenqa hereditaria mais comum em 
humanos descendentes de europeus do norte. No Cap. 17, discu- 
tiremos fibrose cistica e a identificaqao e caracterizaqao do gene 
que a causa. Aqui, enfocaremos o uso de PCR para amplificar os 
alelos CFno DNA genomico de membros de familias afetadas pela 
doenqa e a detecqao do alelo mutante mais comum por hibridiza- 
qao de Southern para marcar sondas oligonucleotidicas. 

Aproximadamente 70% dos casos de CF resultam de urn alelo 
mutante especffico do gene CF. Este alelo mutante, CFAF508 , con- 
tern uma deleqao de tres bases que elimina uma fenilalanina na po- 
siqao 508 no produto polipeptidico. Como a sequencia de nucleo- 
tideos do gene CF e conhecida e como o alelo CFAF508 difere do 
alelo tipo selvagem em tres pares de bases, e posslvel criar sondas 
oligonucleotidicas que se hibridizam especificamente com o alelo 
CF tipo selvagem ou com o alelo AF508 em condiqoes apropriadas. 

O gene CF tipo selvagem e o produto genico tern as seguintes 
sequencias de nucleotldeos e aminoacidos na regiao alterada pela 
mutaqao AF508 (adiante): 


Gene CF* 


deletada em A FS08 


bases no filamento ,—*—> 

codificante: 5’-AAA GAAAAT ATC ATC TTT GGT GTT-3’ 


Enquanto o alelo AF508 e o produto tern estas sequencias: 

bases na regiao delegao 

codificante: 5 ’-AAA GAAAAT ATC AT...T GGT GTT-3’ 

aminoacidos 

no produto: NTT-Lis Glu Asn lie lie —- Gli Val-COOH 

Fen ausente 

Com base nestas sequencias de nucleotldeos, Lap-Chee Tsui e 
colaboradores sintetizaram oligonucleotldeos que envolvem 
esta regiao dos alelos mutante e tipo selvagem do gene CF e 
testaram sua especificidade. Eles demonstraram que. a 37°C sob 
um conjunto padrao de condiqoes, uma sonda de oligonucleo¬ 
tideos (oligo-N: 3-CTTTTATAGTAGAAACCAC-5 ) so se hibri- 
dizava com o alelo tipo selvagem, enquanto outra (oligo-AF: 
3’-TTCTTTTATAGTA...ACCACAA-5’) hibridizava apenas com o 
alelo AF508. Seus resultados mostraram que a sonda oligo-AF 
podia ser usada para detectar o alelo AF508 no estado homo- 
zigoto ou heterozigoto. Quando Tsui e colaboradores usaram 
estas sondas oligonucleotidicas alelo-especificas para analisar 
pacientes com CF e seus genitores quanto a presenqa da mu- 
taqao AF508, eles descobriram que muitos dos pacientes eram 
homozigotos para esta mutaqao, enquanto a maioria de seus 
genitores eram heterozigotos, como esperado. Alguns de seus 
resultados sao mostrados na Fig. 1. 


aminoacidos no 

produto: NFT-Lis Glu Asn He lie Fen Gli Val-COOH 

aminoacido 508 


Sonda < 


Oligo-N 

Oligo-AF 


Familias 



Plasmldeo levando 
o alelo A F508 



Plasmldeo levando 
o alelo tipo selvagem 





Homozigoto para Heterozigoto para Homozigoto para o alelo 

o alelo A F508 o alelo A F508 normal (tipo selvagem) 


Fig. 1 ■ Detecqao dos alelos tipo selvagem CF e A F508 por hibridizaqao de sondas oligonucleotidicas aleloespeclficas marcadas com 
DNA genomicos transferidos para membranas de nailon pelo procedimento de transference de Southern (Fig. 15.22). PCR foi usada para 
amplificar os loci CF nos DNA genomicos isolados de alguns membros familiares. Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em 
gel, transferidos para membranas, desnaturados e hibridizados com sondas oligonucleotidicas radioativas (descritas acima). Foram preparadas 
transferences de Southern duplicadas; uma delas foi hibridizada com a sonda especlfica para o alelo CF tipo selvagem (fileira de cima) 
e a outra foi hibridizada com a sonda especlfica para o alelo A F508 (fileira de baixo). Os heredogramas das familias mostrados em cima 
representam a prole com CF e seus genitores heterozigotos. Note que o alelo A F508 esta presente nas familias A, B, D. E e G. A famllia C tern 
um alelo CF diferente e as familias H e J tern um genitor com o alelo A F508 e o outro genitor com um alelo CF diferente. 
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Fig. 15.27 ■ Procedimento usado para mapear sitios de clivagem 
com enzimas de restriqao em moleculas de DNA. (a-d) Estruturas 
da molecula de DNA ou de fragmentos de restriqao da molecula 

u ",m ;T tada ° U C ° rtada C ° m {b) Ec ° Rl M Hindl " °u (d) EcoRI e 
H/ndlll. (e) Separaqao destas moleculas de DNA e fragmentos 

por eletroforese em gel de agarose. A coluna da esquerda no gel 
contem urn conjunto de marcadores de tamanho molecular urn 
conjunto de moleculas de DNA com 1.000 pares de nucleotideos de 
tamanho e seus multiplos. 


usando-se um conjunto de marcadores de DNA. de tama¬ 
nhos conhecidos. Na Fig. 15.27, um conjunto de moleculas 
de DNA que diferem de tamanho em 1.000 pares de nu¬ 
cleotideos e usado como marcador de tamanho. Considere 
uma molecula de DNA com aproximadamente 6.000 pares 
de nucleotideos (6 kb) de tamanho. Quando a molecula de 
DNA de 6 kb e cortada com EcoRI, sao produzidos dois 
fragmentos com os tamanhos de 4.000 e 2.000 pares de nu¬ 
cleotideos. As possiveis posigoes do unico sitio de corte por 
EcoRI na molecula sao mostradas na Fig. 15.27E Quando a 
mesma molecula de DNA e clivada com Hin dill, resultam 
dois fragmentos com os tamanhos de 5.000 e 1.000 pares 
de nucleotideos. 1 

Os possiveis locais do unico sitio de clivagem de Hind- 
Ill sao mostrados na Fig. 15.27c. Note que^neste estagio 
da analise nao se pode fazer nenhuma dedugao sobre as 
posigoes relativas dos sitios de clivagem de EcoRI e Hind- 
Ill. O sitio de clivagem de Hindlll pode estar situado em 
um dos dois fragmentos de restri?ao de EcoRI. A molecula 
e entao digerida simultaneamente com EcoRI e Hindlll, 
e sao produzidos tres fragmentos com os tamanhos de 
- .000, 2.000 e 1.000 pares de nucleotideos. Este resultado 
estabelece as pos^oes de dois sitios de clivagem um rela- 
?ao ao outro na molecula. Como o fragmento de restri- 
?ao de EcoRI com 2.000 pares de nucleotideos ainda esta 
presente (nao cortado por Hindlll), o sitio de clivagem 
de Hindlll deve estar na extremidade oposta ao sitio de 
clivagem de EcoRI na molecula (Fig. 15.27c/). Estendendo 
este tipo de analise para incluir o uso de varias enzimas de 
restngao diferentes, podem ser construidos mapas mais 
amplos de sitios de restri^ao. Quando sao empregados 
grandes numeros de enzimas de restri?ao, podem ser 
construidos mapas detalhados de cromossomos inteiros. 
Elm aspecto importante dos mapas de restri 9 ao e que, ao 
contrario dos mapas geneticos (Cap. 7), os mapas de res- 
trifao refletem as verdadeiras distancias fisicas ao longo 
da molecula de DNA. 

Combinando o mapeamento de restricao com ajuda de 
computadores com outras tecnicas moleculares, e possivel 
construir mapas fisicos de genomas inteiros. O primeiro 
eucarionte multicelular para o qual isto foi feito e o Cae- 
norbabditis elegans, um verme que e importante para estudos 
do controle genetico do desenvolvimento (Cap. 22). Alem 
disso, o mapa fisico do genoma de C. elegans foi correlacio- 
nado com seu mapa genetico. Assim, quando e identificada 
uma nova muta ? ao de interesse em C. elegans, sua posigao no 
mapa genetico geralmente pode ser usada para obter clones 
do gene tipo selvagem de um grande banco internacional de 
clones de C. elegans . 


Seqiiencias de Nucleotideos: 0s Recentes Mapas de 
Ultra-estrutura 

O mapa final da ultra-estrutura de um gene especifico, ou 
cromossomo, e sua seqiiencia de pares de nucleotideos, 
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completa com a localizagao de todas as mudangas de pares 
de nucleotideos que alteram a fungao deste gene ou cromos- 
somo. Antes de 1975, a ideia de tentar seqiienciar cromos- 
somos inteiros era pouco provavel, uma tarefa trabalhosa 
que iria demandar anos de trabalho. Entretanto, no final de 
1976, todos os 5.386 nucleotideos do cromossomo do fago 
<|)X174 haviam sido seqiienciados. Hoje, o seqlienciamento 
e um procedimento laboratorial rotineiro. Seqiiencias com- 
pletas, ou quase completas, de nucleotideos dos genomas 
de centenas de virus, mais de 200 plasmideos, cerca de 200 
cloroplastos e mitocondrias, mais de 200 bacterias e archaea 
e cerca de 30 eucariontes ja sao conhecidas. Alem disso, a 
seqiiencia de 99% da eucromatina no genoma humano ja e 
conhecida (Cap. 16). 

Nossa capacidade inicial de seqiienciar praticamente 
qualquer molecula de DNA foi o resultado de quatro im- 
portantes desenvolvimentos. A descoberta mais importante 
foi a das enzimas de restrigao e seu emprego na prepa- 
ragao de amostras homogeneas de segmentos especificos 
de cromossomos. Outro avango importante foi a melhora 
dos procedimentos de eletroforese em gel ao ponto em 
que fragmentos de DNA que diferem em tamanho por um 
unico nucleotideo podem ser diferenciados. Tambem fo- 
ram importantes as tecnicas de clonagem genica para faci- 
litar a preparagao de grandes quantidades de determinada 
molecula de DNA. Finalmente, pesquisadores inventaram 
dois procedimentos diferentes pelos quais as seqiiencias de 
nucleotideos de moleculas de DNA podiam ser determi- 
nadas. 

Os procedimentos de seqiienciamento de DNA depen- 
dem da geragao de uma populagao de fragmentos de DNA 
todos tendo uma ponta em comum (todos terminam exa- 
tamente no mesmo nucleotideo) e terminando em todas as 
posigoes possiveis (cada nucleotideo consecutivo) na outra 
ponta. A ponta comum e o terminal 5’ do primer de seqiien- 
ciamento. O terminal 3’ do primer contem uma OH livre, 
que e o local de ampliagao da cadeia pela DNA-polimerase. 
Esses fragmentos sao entao separados com base no tamanho 
da cadeia por eletroforese em gel de poliacrilamida. Em am- 


bos os casos, sao feitas quatro reagoes bioquimicas separadas 
simultaneamente, cada uma das quais gera um conjunto de 
fragmentos terminando em uma das quatro bases (A, G, C 
ou T) no DNA. 

O primeiro procedimento, chamado procedimento de 
Maxam e Gilbert em homenagem a Allan Maxam e Walter 
Gilbert que o inventaram, usa quatro reagoes quimicas di¬ 
ferentes para cortar cadeias de DNA especificamente em A, 
G, C ou C + T. O segundo procedimento, desenvolvido por 
Fred Sanger e colaboradores, usa a sintese de DNA in vi¬ 
tro na presenga de nucleotideos radioativos e finalizadores 
especificos de cadeia para gerar quatro populagoes de frag¬ 
mentos radioativamente marcados que terminam em A, G, 
C e T, respectivamente. Discutiremos o procedimento de 
Sanger. 

2’,3’-Didesoxirribonucleosideo-trifosfatos(Fig. 15.28) 
sao os finalizadores de cadeia mais freqiientemente usados 
no procedimento de Sanger. Lembre que as DNA-polime- 
rases tern necessidade absoluta de uma ponta 3’-OH livre 
no filamento primer de DNA (Cap. 10). Se for adicionado 
um 2’,3’-didesoxinucleotideo ao final de uma cadeia, ele 
ira bloquear a subseqiiente ampliagao desta cadeia, pois os 
2’,3’-didesoxinucleotideos nao tern 3’-OH. Usando-se (1) 
2’,3’-didesoxitimidina-trifosfato (ddTTP), (2) 2’,3’-dideso- 
xicitidina-trifosfato (ddCTP), (3) 2’,3’-didesoxiadenosina- 
trifosfato (ddATP) e (4) 2’,3’-didesoxiguanosina-trifosfato 
(ddGTP) como finalizadores de cadeia em quatro reagoes 
separadas de sintese de DNA, podem ser geradas quatro po¬ 
pulagoes de fragmentos, e cada populagao ira conter cadeias 
que terminam todas na mesma base (T, C, A ou G) (Fig. 
15.29). 

Em uma determinada reagao, a proporgao de dXTP: 
ddXTP (onde X pode ser qualquer uma das quatro bases) 
e mantida em aproximadamente 100:1, de modo que a pro- 
babilidade de termino em um determinado X na cadeia nas- 
cente e de cerca de 1/100. Isto produz uma populagao de 
fragmentos que terminam em todos os potenciais sitios de 
termino (X) dentro de uma distancia de algumas centenas de 
nucleotideos do primer original de termino. 
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Fig. 15.28 ■ Comparagao das 
estruturas do precursor de DNA 
normal 2’-desoxirribonucleosideo- 
trifosfato e o finalizador de cadeia 2’,3 ~ 
didesoxirribonucleosideo-trifosfato usado 
em reagoes de sequenciamento de DNA. 
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AA/O 

© Q uatro reagoes de polimerizacao de DNA que contem os seguintes componentes. 

Filamento molde 3* - GCATGATCGG - 5' 

Filamento primer 5'^OH 3' 

DNA-polimerase 
„ dGTP, dATP, dTTP, 32p. d CTP 

\A/> ’ 

O Adicionar um dos quatro 2 , ,3'-didesoxirribonucleosideo-trifosfatos finalizadores 
de cadeia a cada uma das quatro misturas de reacao. 

Reacao Q]: ddGTP Reacao |T|: ddATP Reacao [T|: ddCTP Reacao [ 4 ]: ddTTP 


“I r 


n r 


n r 


Produtos 


3' - GCATGATCGG - 5' 3' - GCATGATCGG - 5' 3' - GCATGATCGG - 5' 3' - GCATGATCGG - 5' 


«CG dd ~1 

1 CGTACTAG dd J 

CGTA dd “1 

CGTACTA dd J 

•WW C dd 

*vw CGTAC dd 
CGTACTAGC dd 
CGTACTAGCC dd _ 

W. CGT dd T 

*vw CGTACT dd J 

>— 


{ - 


© 


m 

ddG 


ddA 


s 

ddC 


E 

ddT 


Desnaturar os 
produtos de reacao, 
coloca-los em um 
gel de poliacrilamida, 
separar os produtos 
com base no tamanho 
por eletroforese em 
gel e expor o gel a 
um filme de raios X. 
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Auto-radiograma do gel de sequenciamento 

Sequencia do 
filamento nascente 


J L 


Sequencia do 
filamento molde 
complementar 


Fig. 15.29 ■ Sequenciamento de DNA pelo procedimento de termino de cadeia com 2’.3’-didesoxinucleosfdeo-trifosfato. Sao feitas 
quatro reaqoes em paralelo, cada uma das quais contem um dos quatro finalizadores de cadeia 2’,3’-didesoxi: ddGTP, ddATP, ddCTP e ddTTP. 
Todas as quatro misturas de reacao contem os componentes necessarios para sfntese de DNA in vitro, incluindo um filamento primer que 
se helicoidiza ao filamento molde. Este filamento primer determina a ponta 5’ comum de todos os produtos. Ele tern uma 3’-OH livre 
e se estende no sentido 5’-> 3’ pela DNA-polimerase (veja Cap. 10). Um precursor radioativo de DNA ( 32 P-dCTP aqui) esta presente em 
cada reaqao de modo que os produtos podem ser detectados por auto-radiografia. Os produtos das quatro reacoes sao separados por 
eletroforese em gel de poliacrilamida, e as posiqoes das cadeias de DNA nascente no gel sao determinadas por auto-radiografia. Como a 
cadeia mais curta migra na maior distancia, as sequences de nucleotideos das cadeias nascentes (mostradas em vermelho a direita do 
auto-radiograma) sao obtidas lendo-se o gel de baixo (anodo) para cima (catodo). 


Depois que os fragmentos de DNA gerados nas quatro 
reagoes paralelas sao liberados dos filamentos moldes por 
desnaturagao, eles sao separados por eletroforese em gel 
de poliacrilamida, e suas posigoes no gel sao detectadas 
por auto-radiografia. As bandas nos auto-radiogramas 
correspondent a cadeias radioativas de tamanhos diferen- 


tes. Elas produzem uma “escada” definindo a sequencia 
de nucleotideos da cadeia mais longa que foi sintetizada 
(Fig. 15.30). 

O fra gm en to mais cur to migrara na maior distancia e 
dara origem a banda mais proxima do anodo (o eletrodo 
positivo). Cada banda sucessiva contera cadeias que sao 
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um nucleotfdeo maior do que as cadeias na banda pre- 
cedente da escada. O nucleotfdeo 3’-terminal da cadeia 
em cada banda sera o didesoxinucleotfdeo finalizador de 
cadeia presente na mistura de reagao (1, 2, 3 ou 4) no qual 
esta cadeia especffica foi produzida (Fig. 15.29). Lendo a 
escada produzida por auto-radiografia dos geis de poliacri- 
lamida usados para separar os fragmentos gerados em cada 
uma das quatro reagoes paralelas, a seqiiencia completa 


G A T C 



— ^ = -CGCGCGGGGA-70 
- AATCGGCCAA -60 

if"’-C - TGCATTAATG -50 



_ —’~ - TCGTGCCAGC -40 

~ - GGGAAACCTG -30 

— - CTTTCCAGTC -20 

“ - TCACTGCCCG -10 

Fig. 1530 ■ Foto de uma auto-radiografia de um gel de 
sequenciamento de finalizaqao de cadeia 2 , ,3'-didesoxinucleotideo. 
A seqiiencia definida pela parte inferior do gel e mostrada a 
direita. 


de nucleotfdeos de uma cadeia de DNA pode ser deter- 
minada. Isto e ilustrado na Fig. 15.29 para uma seqiiencia 
hipotetica de nucleotfdeos. Um auto-radiograma real de 
um gel de sequenciamento de termino de cadeia de dide- 
soxinucleotfdeos e mostrado na Fig. 15.30. Em condigoes 
otimas, longas seqiiencias de varias centenas de nucleoti- 
deos podem ser determinadas a partir de um unico gel de 
sequenciamento. 

Hoje, todo o sequenciamento de DNA em larga escala 
e feito com maquinas automatizadas de sequenciamento de 
DNA que usam o procedimento didesoxi de termino de ca¬ 
deia recem-descrito, mas com modificagoes. Maquinas di- 
ferentes de sequenciamento de DNA usam protocolos li- 
geiramente diferentes. Entretanto, as principais diferengas 
entre o procedimento de sequenciamento em gel ilustrado 
na Fig. 15.29 e o sequenciamento automatizado de DNA 
sao (1) o uso de corantes fluorescentes, em vez de isotopos 
radioativos, para detectar as cadeias de DNA; (2) a separagao 
dos produtos de todas as quatro reagoes didesoxi de termino 
de cadeia por eletroforese atraves de um unico gel ou tubo 
capilar; (3) o uso de fotocelulas para detectar a fluorescencia 
dos corantes a medida que passam pelo gel ou tubo capilar; 
e (4) a transferencia direta do que passou pela fotocelula 
para um computador, que automaticamente analisa, registra 
e imprime os resultados. 

Um corante fluorescente diferente e usado para marcar 
os produtos de cada uma das quatro reagoes didesoxi de 
sequenciamento de termino de cadeia. Como resultado, 
os produtos das quatro reagoes podem ser distinguidos 
por sua fluorescencia a medida que passam atraves do gel 
ou tubo capilar. Os corantes fluorescentes podem ser aco- 
plados aos primers usados nas reagoes de sequenciamento 
ou acoplados diretamente aos trifosfatos de didesoxinu- 
cleosfdeos finalizadores de cadeia. A Fig. 15.31 compara 
o procedimento de sequenciamento de DNA automati¬ 
zado com o procedimento de gel descrito na Fig. 15.29 e 
mostra uma impressao de computador dos resultados de 
sequenciamento automatizado de um curto segmento de 
DNA. 

As maquinas de sequenciamento de DNA automatiza¬ 
das podem fazer 96 separagoes simultaneas de eletroforese 
em capilar, carregamento de amostra, eletroforese, coleta 
de dados e analise de dados de modo totalmente automati¬ 
zado. Se operada continuamente, uma unica maquina com 
96 capilares pode seqiienciar mais de 100.000 nucleotfdeos 
da seqiiencia por dia. Embora isto parega muito, lembre que 
o genoma humano contem tres bilhoes de pares de nucleo¬ 
tfdeos! 

■■ P0NT0S IMP0RTANTES 

■ Mapas fisicos detalhados de moleculas de DNA podem ser 

preparados identificando-se os sftios que sao clivados por va¬ 
rias endonucleases de restrigao. 

■ As seqiiencias de nucleotideos de moleculas de DNA fornecem 

os mapas fisicos de genes e cromossomos. 
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Cada reacao didesoxi de termino 
de cadeia e carregada em um 
poco separado de amostra. 


HI) 

^fTTAjpJm C 


(a) Eletroforese em gel 
de poliacrilamida 


Todas as quatro reacoes didesoxi 
de termino de cadeia sao carregadas 
no mesmo poco de amostras. 

/ 


>T -67 


.C-60 


-A 


-T 


-C' 


A-50 


G-40 


v A — 30 


. T-20 


, T — 10 


(b) Eletroforese 
de capilar 


Primer 


i 


5'^TCACAGT 3' 
5 ' C A CA G 

5 ' C A CA 

5'-v^TCAC 
5 ' c A 

5 C 



Tubo capilar 

(c) Registro de sequencia usando laser de varredura, 
um detector de fluorescencia e um computador 



(d) Impressao feita em computador da sequencia de nucleotideos 


Fig. 15.31 ■ Compara^ao do gel padrao [a) e procedimentos de sequenciamento automatizado de DNA em gel de capilaridade ( b ). (c) No 
procedimento de sequenciamento automatizado, os produtos das quatro reacoes didesoxi de termino de cadeia sao marcados com quatro 
corantes que fluorescem em diferentes comprimentos de onda. Os produtos de todas as quatro reacoes sao desnaturados, carregados no 
mesmo po<;o e separados com base no tamanho por eletroforese de capilaridade em gel. A fluorescencia de cada corante e detectada por 
uma fotocelula (detector de fluorescencia) a medida que cadeias nascentes de DNA se movem atraves de um feixe de laser e sao registradas 
por um computador. (d) Uma impressao por computador dos resultados de um sequenciamento automatizado de DNA, mostrando a 
sequencia de nucleotideos de um curto segmento de DNA. 
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“ Exercicios Basicos llustram a analise 

1. O que e uma molecula de DNA recombinante? 

Resposta: Uma molecula de DNA recombinante e construida 
in vitro a partir de partes de duas moleculas diferentes de DNA, 
em geral moleculas de duas especies diferentes. 

I 1 ! I I II I I I I I I I "1" 1 I I I I I I I I I I I 

■1-L.l.L.l.J 1 11 1 11 I I 1 1 1 I 11 I 1 I 1 1 1 1 

DNA da especie 1 DNA da especie 2 

2. O que sao endonucleases de restrigao? 

Resposta: Endonucleases de restrigao sao enzimas que cortam 
moleculas de DNA de modo especifico para seqiiencia de modo 
que todos os fragmentos produzidos tern as mesmas seqiien¬ 
cias de nucleotideos em suas pontas. Muitas enzimas de restri¬ 
gao fazem cortes desencontrados em seqiiencias palindromicas 
de DNA, produzindo fragmentos com pontas unifilamentares 
complementares, como mostrado adiante. 

I I 1 1 I 1 I 1 I 1 I 1 

G A A T T C 

C T T A A G 

i i i i i I l I i i i i 

Endonuclease 
de restricao EcoRI 

'1 1 1 1 T“ I I l I I I I 

G ' AATTC 

C T T A A + G 

I I I I I I I J- I I I I 

3. Como as endonucleases de restrigao sao usadas para construir 
moleculas de DNA recombinante in vitro ? 

Resposta: Se moleculas de DNA de fontes diferentes (talvez es¬ 
pecies diferentes) sao ambas digeridas com uma endonuclease de 
restrigao que reconhece uma seqiiencia palindromica de DNA 
e faz cortes desencontrados nos dois filamentos, os fragmen¬ 
tos resultantes terao pontas unifilamentares complementares. 
Se esses fragmentos sao misturados, as pontas complementares 
irao parear, e a adigao de DNA-ligase produzira moleculas de 
DNA recombinante, como mostrado adiante. 


genetica basics. 

TTTTT ' I I 1 1 1 I I I I 

G AATTC 

C T T A A + G 

I I I I I I I I I I i i i i 

Condicoes de 
helicoidizacao 

DNA-ligase 

I I 1 1 I ' I I I I I I 1 I I 

G A A T T C 

C T T A A G 

1_i—1—I_1_I—I_L—J _J_I_L LJ 

4. Por que a reagao em cadeia da polimerase (PCR) e uma ferra- 
menta muito poderosa para uso em analises de DNA? 

Resposta: Como a PCR amplifica exponencialmente seqiien- 
cias de DNA, podem ser obtidas grandes quantidades de se- 
qiiencias especificas comegando com apenas uma ou algumas 
moleculas. Se o inicio e com uma unica molecula de DNA, 10 
ciclos de replicagao produzirao 1.024 duplas helices de DNA e 
20 ciclos produzirao 1.048.576. 

5. Como sao usados os 2’,3’-didesoxirribonucleosideo-trifosfatos 
nos protocolos de seqiienciamento de DNA? 

Resposta: Os 2’,3’-didesoxirribonucleosideo-trifosfatos funcio- 
nam como finalizadores especificos de sfntese de DNA. Quando 
um 2’,3’-didesoxirribonucleosideo-monofosfato e adicionado a 
ponta de uma cadeia nascente de DNA, esta cadeia nao pode 
mais ser aumentada pela DNA-polimerase devido a ausencia de 
3’-OH necessaria para ampliagao da cadeia. Usando-se as pro- 
porgoes apropriadas de 2’-desoxirribonucleosideo-trifosfatos 
em relagao a 2’,3’-didesoxirribonucleosfdeo-trifosfatos em rea- 
goes de sintese de DNA in vitro , cadeias de DNA sao produzidas 
terminando em todas as posigoes de nucleotideos possfveis. A 
separagao dessas cadeias de DNA nascente por eletroforese em 
gel e a detecgao de suas posigoes no gel com nucleotideos radio- 
ativos ou corantes fluorescentes sao usadas para determinar suas 
seqiiencias de nucleotideos (veja Figs. 15.29 a 15.31). 


Testar Seus Conhecimentos 


Integra conceitos e tecnicas diferentes. 


1. O genoma humano (haploide) contem cerca de 3 x 10 <; pa¬ 
res de nucleotideos de DNA. Se voce faz uma digestao de 
uma preparagao de DNA humano com Notl, uma endonucle¬ 
ase de restrigao que reconhece e cliva a seqiiencia octamerica 
5’-GCGGCCGC-3’, quantos fragmentos diferentes de res¬ 
trigao voce esperaria que fossem produzidos? Suponha que as 
quatro bases (G, C, A e T) sao igualmente prevalences e aleato- 
riamente distribuidas no genoma humano. 

Resposta: Supondo que as quatro bases estao presentes em 
quantidades iguais e aleatoriamente distribuidas, a chance de 


um determinado nucleotideo especifico ocorrer em um deter- 
minado sitio e V4. A chance de uma determinada seqiiencia espe- 
cifica de dinucleotideo (p. ex., AG) ocorrer e V4 x V4 = (V4) 2 , e a 
probabilidade de uma seqiiencia especifica de octanucleotideo e 
C/4) 8 ou 1/65.536. Portanto, Notl cortara tais moleculas de DNA 
em uma media de uma vez em cada 65.536 pares de nucleoti¬ 
deos. Se uma molecula de DNA e cortada em n sitios, resultarao 
n + 1 fragmentos. Um genoma de 3 x 10 9 pares de nucleotideos 
deve conter cerca de 45.776 (3 x 10 9 /65.536) sitios de clivagem 
de Notl. Se todo o genoma humano consistir em uma unica 
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molecula de DNA, Notl o cortara em 45.776 + 1 fragmentos. 
Considerando que estes sftios de clivagem sao distribuidos em 
24 cromossomos diferentes, a digestao completa do genoma 
humano com Not! devera produzir cerca de 45.776 + 24 frag¬ 
mentos de restrigao. 

2. O gene de milho gln2 , que codifica a forma cloroplastica da 
enzima glutamina-sintetase, contem um unico sftio de cliva¬ 
gem para HindUl, mas nenhum sftio para EcoRI. Voce tern um 
plasmideo vetor de clonagem de E. coli que contem um unico 
sftio de clivagem de HindUl dentro do gene amp 1 , que con fere 
resistencia ao antibiotico ampicilina na celula hospedeira e um 
unico sftio de clivagem de £a>RI dentro de um segundo gene 
te ^-> 4 ue t°rna a celula hospedeira resistente ao antibiotico tetra- 
ciclina. Voce tambem tern uma linhagem de E. coli que e sensfvel 
a ampicilina e tetraciclina ( amp s tef). Como voce construiria 
uma biblioteca de DNA genomico de milho que inclui clones 
levando um gene gln2 completo? 

Resposta: O DNA genomico de milho deve ser purificado e 
digerido com EcoRI. Um DNA vetor deve ser similarmente pu¬ 
rificado e digerido com EroRL Os fragmentos de restrigao de 
milho com EcoRI e as moleculas de DNA de plasmideo cortadas 
com EcoRI terao agora pontas unifilamentares complementares 
(5’-AATT-3’). Os fragmentos de restrigao de milho devem em 


seguida ser misturados com moleculas de plasmideo cortadas 
com EcoRI e inseridas covalentemente em moleculas vetoras 
linearizadas em uma reagao dependente de ATP catalisada pela 
DNA-ligase. A reagao de ligagao produzira plasmfdeos recom- 
binantes circulares, alguns dos quais conterao insertos de frag¬ 
mentos de EcoRI de milho. A insergao de fragmentos de DNA 
de milho no sftio de EcoRI do plasmideo perturba o gene tef dc 
modo que os plasmfdeos recombinantes resultantes nao mais 
conferirao resistencia a tetraciclina as celulas hospedeiras. E. coli 
com amp s tef devem entao ser transformadas com os DNA de 
plasmfdeos recombinantes, e as celulas devem ser plaqueadas em 
meio contendo ampicilina para selecionar celulas transformadas 
contendo plasmfdeos. A maioria das celulas nao serao transfor¬ 
madas e, portanto, nao crescerao na presenga de ampicilina. As 
celulas que crescem em meio contendo ampicilina devem ser 
aglomeradas e congeladas a -80°C em 20% de glicerol. Essa co- 
legao de celulas que abrigam fragmentos diferentes de EcoRI do 
genoma de milho representa uma biblioteca de clones que deve 
conter clones com um genegln2 intacto, pois este gene nao con¬ 
tem sftio de clivagem de EcoRI. Note que o sftio de Hind III do 
vetor poderia ser usado para construir uma biblioteca genomica 
similar de fragmentos de milho de HindUl, mas tal biblioteca 
nao conteria genes ghi2 intactos devido ao sftio de clivagem de 
HindUl em gln2. 


Questoes e Problemas 


Acentuam a compreensao e desenvolvem as habilidades anahticas. 


15.1. (a) De que modos a introdugao de moleculas de DNA re- 
combinante em celulas hospedeiras e similar a mutagao? (b) 
De que modos e diferente? 


endonucleases de restrigao para os microrganismos que as 
produzem? 


15.2. Abaixo sao mostrados quatro filamentos unicos diferentes 
de DNA. Qual deles, em sua forma bifilamentar, voce espe- 
raria que seja cortado por uma endonuclease de restrigao? 

(a) ACTCCAGAATTCACTCCG 

(b) GCCTCATTCGAAGCCTGA 

(c) CTCGCCAATTGACTCGTC 

(d) ACTCCACTCCCGACTCCA 

15.3. Se a seqfiencia de pares de bases ao longo de uma molecula 
de DNA ocorre de modo estritamente aleatorio, qual a fre- 
qfiencia esperada de uma seqfiencia de reconhecimento de 
uma enzima de restrigao especffica com o tamanho de (a) 
quatro e (b) seis pares de bases? 

15.4. De que modos as endonucleases de restrigao diferem de 
outras endonucleases? 


15.8. Por que o DNA de um microrganismo nao e degradado 
por uma endonuclease de restrigao que ele produz, muito 
embora seu DNA contenha seqfiencias de reconhecimento 
normalmente clivadas pela endonuclease? 

15.9. Um dos procedimentos para clonagem de scgmentos exo- 
genos de DNA tira proveito de endonucleases de restri¬ 
gao como HindUl (veja Quadro 15.1) que produz pontas 
unifilamentares complementares. Tais enzimas produzem 
pontas complementares identicas em DNA exogenos cli- 
vados e em DNA vetores nos quais sao inseridos DNA 
exogenos. Que vantagem importante esta estrategia de 
clonagem tern em relagao a procedimentos que usam 
transferase terminal para sintetizar pontas unifilamen ta¬ 
res complementares em DNA exogenos e DNA vetores 
in vitro ? 


15.5. Que valor tern as tecnologias de DNA recombinante e clo- 
nagem genica para os geneticistas? 

15.6. O que determina os sftios nos quais as moleculas de DNA 
serao cortadas por uma endonuclease de restrigao? 

15.7. As endonucleases de restrigao constituent valiosas ferra- 
mentas para biologos. Entretanto, os genes que codificam 
enzimas de restrigao obviamente nao evolufram para servir 
de ferramentas para cientistas. Que possfvel valor tern as 


15.10. \oce esta trabalhando como parte de uma equipe de pes- 
quisa que estuda a estrutura e a fungao de um determinado 
gene. Seu trabalho e clonar o gene. Esta disponfvel um 
mapa de restrigao para a regiao do cromossomo no qual 
esta situado o gene; o mapa e o seguinte: 

H/ndlll SaR 


Xbal 

PstI EcoRI 

J _ 1 

EcoRI 

H/ndlll 

J 

1 1 

GENE 

i 

1 
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Sua primeira tarefa e preparar uma biblioteca de DNA ge- 
nomico contendo clones que Ievam todo o gene. Descreva 
corno voce prepararia tal biblioteca no plasmfdeo vetor 
p Cl 18 (veja a Fig. 15.17), indicando que enzimas de res- 
trjfao, meio e celulas hospedeiras voce usaria. 

151L J°“P are as se quencias de pares de nucleotfdeos de clones 
de DNA genomico e clones de cDNA de genes especfficos 
de plantas e ammais superiores. Qual a diferen 9 a mais fre- 
qiiente que voce observa? 

15.12. A maiona dos genes de plantas e animais que foram clonados 
logo apos o desenvolvimento de tecnologias de DNA recombi- 
nante foram genes que codificam produtos que sao sintetizados 
em gandes quantidades em celulas especializadas. Por exemplo 
cerca de 90% das proteinas produzidas em hemacias maduras 
de manuferos consistem em cadeias de globina a e p, e os genes 
de globma estavam entre os primeiros genes clonados de ma- 
imferos. Por que genes deste tipo eram tao prevalentes entre os 
primeiros genes eucarioticos que foram clonados? 

15.13. Clones genomicos do gene de glutamina-sintetase de cloro- 
plastos (gln2) de milho sao clivados em dois fragmentos por 
digestao com a endonuclease de restri 9 ao Hindlll, enquanto 
clones de cDNA inteiro de milho gln2 nao sao cortados por 
riinalll. Explique estes resultados. 

15.14. Na ilustra ? ao seguinte, a linha superior mostra urn gene 
composto dos segmentos A-D. O circulo inferior mostra 
uma versao mutante deste gene, que consiste em dois tre- 
chos fusionados (A’-B’, C’-D’), levados em urn plasmfdeo 
Voce tenta uma mutagenese direcionada de uma celula di¬ 
vide transformando celulas com o gene mutante clonado. 
t) diagrama seguinte mostra o pareamento desejado do 
plasmfdeo e o cromossomo logo antes de recombina 9 ao. 


B^C 


sonda 


C 


C' 

plasmfdeo 


MD 7 


) 


We prepara o DNA das celulas, digere-o com uma enzima 
que coita em x e hibridiza o DNA clivado com a sonda 
mostrada acima. O diagrama abaixo mostra uma transfe- 
rencia de Southern dos possfveis resultados. (a) Qual coluna 
mostra fragmentos produzidos pelo DNA na celula antes 
da transforma 9 ao? (b) Que coluna mostra os fragmentos 
produzidos a partir do DNA na celula na qual ocorreu a 
mutagenese direcionada prevista? (c) Quais destes padroes 
de transference devem ser esperados se ocorrercm dois cros¬ 
sings, urn entre A e B e o outro entre C e D? 


15 .i5. Voce esta estudando urn gene em E. coli que e expresso a 
45 C mas nao a 37 C. Voce mostrou que a regulacao deste 
gene ocorre no nfvel da transcribe. Alem disso. voce iso- 
ou uma P r <*ema necessaria para indu 9 ao da transcricao do 
gene em alta temperatura e demonstrou que ela se liga a 
uma sequencia octamerica especffica de pares de nucleotf- 
deos antecedente (5’) ao gene. Voce clonou o gene completo 
mais a sequencia reguladora antecedente em urn plasmfdeo 
e voce tern disponfvel urn mutante de E. coli que leva uma 
dele ? ao do gene todo. Agora voce quer determinar quais 
dos pares de nucleotfdeos no sftio de liga ? ao da protefna 
octamerica em j estao envolvidos na intera ? ao com (liga- 
?ao de) a protefna regulatoria. Como voce determina isto 
expenmentalmente? 

15.16. Que vantagem importante tern a re a? ao em cadeia da poli- 
merase (PCR) em rela?ao a outros metodos para analise da 
estrntura e da nin^ao dos acidos nucleicos? 

15.17. Alguns tipos de analises moleculares sao facilitados pela dis- 
pombilidade de grandes quantidades de DNA unifilamentar 
puro a partir de uma molecula de DNA normalmente bifi- 
lamentar. Entretanto a separaga’o e a purifica ? ao dos dois 
nlamentos separados de uma determinada dupla helice <re- 
ralmente sao difi'ceis de obter pelas tecnicas bioqufmicas 
padroes. Como os biologos moleculares tiram proveito de 
urn mecamsmo biologico natural para a purificagao de fila- 
mentos separados de DNA? 

15.18. Quase todos os vetores sofisticados de clonagem - fagos 
plasmideos ou hfbridos fago-plasmfdeo - hoje em uso tem 
urn componente (alem de uma origem de replicacao) em 
comum. Qual e este componente e qual a sua fungao? 

15.19. O desenho abaixo mostra urn mapa de restri 9 ao de urn seg- 
lnento de uma molecula de DNA. Eco refere-se a Iocaliza- 
?oes onde a endonuclease de restri 9 ao firoRI corta o DNA, e 

^, r f™' se . a locais onde a enzima de restrigao Pstl corta o 
DNA. Os sitios potenciais de restri 9 ao sao numerados de 1 a 
6. As distancias entre os sftios de restri 9 ao sao mostradas na 
escala de banco em pares de bases (pb). A linha grossa repre- 
senta a parte da molecula que tem homologia com a sonda. 


E ?° p , st Eco Pst Eco 

* < I I 

2 3 45 


Pst 

I 


j -_ | 3.000 pb [ 4,000 pb ~|2.000pb/ 5.000 pb \ 

(a) Suponha que o indivfduo 1 tem sftios de restri 9 ao de 1 
a 6. Se o DNA for digerido com Pstl, quais os tamanhos 
esperados dos fragmentos de DNA que irao hibridizar 
com a sonda? 

(b) Suponha que o indivfduo 2 tem uma muta 9 ao que eli- 
nnna o sftio 4. Se o DNA for digerido com Pstl, quais os 
tamanhos esperados dos fragmentos de DNA que irao 
hibridizar com a sonda? 

(c) Suponha que o indivfduo 3 tem uma muta 9 ao que eli- 
mina o sftio 5. Se o DNA e digerido com Pstl, quais os 
tamanhos esperados dos fragmentos de DNA que irao 
hibridizar com a sonda? 
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(d) Se o DNA do indivfduo 1 e digerido com Pstl e EcoRl, 
quais sao os tamanhos esperados dos fragmentos de 
DNA que irao hibridizar com a sonda? 

(e) Se o DNA do indivfduo 3 e digerido com Pstl e PbRI, 
quais os tamanhos esperados dos fragmentos de DNA 
que irao hibridizar com a sonda? 

15.20. Ima ferramenta importante de biologos moleculares en- 
vohe a transferencia de protefnas que foram separadas por 
eletroforese em gel para membranas de nitrocelulose e a de- 
teccao de protefnas especfficas nas membranas por meio de 
anticorpos e marcadores radioativos acoplados ou reagoes 
enzimaticas acopladas. Quando e usado este procedimento, 
a visualizagao das bandas de protefnas resultantes e chamada 
de transferencia western. Qual o significado do nome “trans¬ 
ferencia western ”? 

15.21. O gene da fibrose cfstica ( CF) (localizagao: cromossomo 7, 
regiao q31) foi clonado e seqfienciado, e estudos de pacien- 
tes mostraram que cerca de 70% deles sao homozigotos 
para um alelo mutante CF que tern uma delegao de tres 
pares de nucleotfdeos especfficos (equivalente a um codon). 
Essa delegao resulta na perda de uma fenilalanina na posi- 
cao 508 no produto do gene CE Suponha que voce e um 
consultor genetico responsavel por orientar famflias com 
CF em seus heredogramas quanto ao risco de CF entre sua 
prole. Como voce pode triar supostos pacientes com CF e 
seus genitores e parentes quanto a presenga do gene mu¬ 
tante CFAF508 ? O que a detecgao deste gene mutante em 
uma famflia lhe permite dizer sobre as chances de que CF 
ocorra novamente na famflia? 


cDNA ndo e cortado pela endonuclease de restrigao EcoRl. 
Quando esse cDNA e usado como uma sonda radioativa 
para analise de hibridizagao de DNA genomico digerido 
com EcoRl, sao vistas tres bandas radioativas na transferen¬ 
cia de Southern resultante. Isto indica que o genoma do 
eucarionte em questao contem tres copias do gene que co- 
difica a protefna de interesse? 

15.25. Uma molecula linear de DNA e submetida a digestoes unica 
e dupla com endonucleases de restrigao, e sao obtidos os 
seguintes resultados: 

Enzimas Tamanhos dos fragmentos (em kb) 

EcoRl 2,9, 4,5, 7,4, 8,0 

Hind HI 3,9, 6,0, 12,9 

£c<?RI e Hindlll 1,0, 2,0, 2,9, 3,5, 6,0, 7,4 

Desenhe o mapa de restrigao definido por estes dados. 

15.26. Uma molecula de DNA e submetida a digestoes unicas e 
duplas com enzimas de restrigao, e os produtos sao sepa- 
rados por eletroforese em gel. Os resultados sao mostrados 
abaixo (os tamanhos dos fragmentos estao em kb): 

EcoRl e EcoRl e Hindlll e 

EcoRl Hindlll Hindlll BamHl BamHl BamHl 

8 5 12 6 6 6 

4 4 6 4 5 

3 2 1 


15.22. Cereais sao importantes fontes de alimento para seres 
humanos e outros animais em muitas regioes do mundo. 
Entretanto, a maioria dos cereais contem quantidades 
inadequadas de determinados aminoacidos que sao es- 
senciais para animais monogastricos como os humanos. 
Por exemplo, o milho contem quantidades insuficientes 
de lisina, triptofano e treonina. Assim, uma importante 
meta para geneticistas de planta e produzir variedades 
de milho com aumento do conteudo de lisina. Como 
pre-requisito para a construgao de milho rico em lisina, 
biologos moleculares precisam de mais informagoes ba- 
sicas sobre a regulagao da biossfntese e da atividade das 
enzimas envolvidas na sfntese de lisina. A primeira etapa 
na unica via anabolica para a biossfntese de lisina e cata- 
lisada pela enzima diidropicolinato-sintase. Suponha que 
voce recentemente foi contratado por um importante 
institute) de pesquisas vegetais nos EUA que lhe incum- 
biu de isolar um clone da seqiiencia de acido nucleico 
que codifica a diidrodipicolinato-sintase em milho. Des- 
creva resumidamente quatro enfoques diferentes que 
voce pode adotar na tentativa de isolar tal clone e incluir 
pelo menos uma abordagem genetica. 

15.23. (a) Que procedimento experimental e feito em analises de 
Southern, northern e western} (b) Qual a principal diferenga 
entre as analises de Southern, northern e western} 

15.24. Voce isolou um clone de cDNA que codifica uma prote- 
fna de interesse em um eucarionte superior. Esse clone de 


Desenhe o mapa de restrigao desta molecula de DNA. 


15.27. Voce esta estudando uma molecula de DNA de um plas- 
mfdeo circular com 10,5 pares de quilobases (kb). Quando 
voce digere este plasmfdeo com as endonucleases de restri¬ 
gao &77//HI, EcoRl e Hindlll, isoladamente ou em todas as 
combinagoes possfveis, voce obtem fragmentos de restrigao 
lineares dos seguintes tamanhos: 


Enzimas 


BamHl 

EcoRl 

Hindlll 

BamHl 4 £h?RI 
BamHl + Hindlll 
EcoRl + Hindi! 

BamHl + £h?RI 4 Hindlll 


Tamanhos dos 
fragmentos (em kb) 

7,3, 3,2 
10,5 

5,1, 3,4, 2,0 

6,7, 3,2, 0,6 

4,6, 2,7, 2,0, 0,7, 0,5 

4,0, 3,4, 2,0, 1,1 

4,0, 2,7, 2,0, 0,7, 0,6, 0,5 


Desenhe um mapa de restrigao para o plasmfdeo que se 
ajusta a seus dados. 


15.28. O seguinte e um segmento de um auto-radiograma de um 
gel de seqiienciamento didesoxi. A origem e em cima. Qual 
a seqiiencia (incluindo a polaridade) do DNA unifilamentar 
que serve como um molde para gerar este padrao? (Use 
todas as bandas no gel.) 
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15.29. Foram isolados 10 microgramas de um fragmento de restri- 
?ao de Hpal de decanucleotfdeo do DNA cromossomico bi- 
filamentar de um pequeno virus. Caudas octanucleoridicas 
poli(A) foram entao adicionadas as pontas 3’ de ambos os 
filamentos usando-se transferase terminal e dATP; isto e, 
5’-XXXXXXXXXX-3’ 
3’-X’X’X’X’X’X’X’X’X’X’- 5’ 
i transferase terminal, dATP 

5’-XXXXXXXXXX A AAAA AAA-3’ 
3’-A A A A A A A A X’X’X’X’X’X’X’X’X’X’-5’ 


onde X e X podem ser qualquer um dos quatro nucleotf- 
deos padroes, mas X’ e sempre complementar a X. 

Os dois filamentos complementares (filamento “Wat- 
son” e filamento “Crick”) foram entao separados e seqiien- 
ciados pelo metodo 2’,3’-didesoxirribonucleosfdeo-trifos- 
fato de termino de cadeia. As reagoes foram todas iniciadas 
usando-se um octamero poli(T) sintetico radioativo (mar- 
cado com ’ 2 P); isto e, 

filamento Watson 


3 ’-A A A A A A A A X’X’X’X’X’X’X’X’X’X’-5 ’ 
5’- 32 P-T T T T T T T T-OH 

filamento Crick 


5’-X XXXXXXXXXAAAAAAA A-3’ 

HO-T T T T T T T T- 32 P-5’ 

As quatro reagoes paralelas comuns - (1) ddTTP, (2) 
ddCTP, (3) ddATP e (4) ddGTP (mais a DNA-polimerase 
e todos os outros substratos e componentes necessarios) - 
foram feitas para ambos os filamentos. Cada mistura de 
reagao foi aplicada a uma coluna em um gel de poliacrila- 
mida, fracionada por eletroforese e auto-radiografada. O 
auto-radiograma do gel de seqiienciamento para um dos 
filamentos e mostrado a esquerda no diagrama seguinte. 
Desenhe o padrao de bandeamento que seria esperado no 
auto-radiograma do gel para o filamento complementar a 
direita no diagrama. 

Filamento um Filamento complementar 




15.30. As maquinas de seqiienciamento de DNA automatizadas 
utilizam corantes fluorescentes para detectar cadeias nas- 
centes de DNA presentes em cada uma das reagoes dide- 
soxi (ddX) de termino de cadeia. Os corantes fluorescent 
em comprimentos de onda diferentes, que sao registrados 
por uma fotocelula a medida que os produtos das reagoes 
sao separados com base no tamanho por capilaridade em gel 


de eletroforese (veja Fig. 15.31). Em reagoes de seqiiencia- 
mento padroes, as cadeias que terminam com ddG fluores¬ 
cein em azul-escuro, as que terminam com ddC fluorescein 
em azul-claro, as que terminam com ddA fluorescent em 
verde e as que terminam com ddT fluorescent em verme- 
lho. A impressao, pelo computador, para a seqiiencia de um 
segmento pequeno de DNA e mostrada aqui: 



Qual a seqiiencia de nucleottdeos do filamento nascente de DNA? 
Qual a seqiiencia de nucleottdeos do filamento molde de DNA? 
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Auto-radiogramas, vistos de perto e em tamanho total, mostrando as sequences de 
nucleotideos de DNA superpostas sobre um modelo preenchido do DNA (mostrado em 
branco). 


Levantamento de Genes Humanos na Islandia 

Uma importante pesquisa de genes humanos com significativo valor farma- 
cologico esta ocorrendo em um local um tanto inesperado, a remota ilha da 
Islandia. Devido a sua historia e seu isolamento geografico, as 270.000 pes- 
soas da Islandia constituem uma fonte singular para estudos geneticos. Eles 
sao os descendentes bem homogeneos dos Vikings que se instalaram nessa 
ilha ha mais de 1.100 anos. Tal homogeneidade foi realqada por dois “garga- 
los geneticos” durante os quais a popula<;ao da Islandia foi acentuadamente 
reduzida. Durante o seculo quinze, a populaqao caiu de cerca de 70.000 para 
cerca de 25.000 quando a peste bubonica devastou a ilha. Durante os anos 
1700, a populaqao caiu abaixo dos 50.000 em tres ocasioes devido a fome e 
doen^as causadas em parte pela erup<;ao do vulcao Hekla. Assim, o pool de 
genes humanos da Islandia e muito mais homogeneo que os pools genicos 
da maioria de outras populates. Alem disso, o servi<;o de saude nacional da 
Islandia tern mantido otimos registros medicos familiares desde 1915. 
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Em 1997, Kan Stefansson, geneticista de Harvard, reconheceu a singularidade do 
pool gemco humano da Islandia e seus registros medicos. Ele voltou a sua terra natal 
para desenvolver uma empresa privada, a deCODE Genetics, com a meta de identifi- 
car genes humanos que levanam ao desenvolvimento de novas drogas farmaceuticas 
e testes diagnosticos. Em 1998, o governo da Islandia deu a deCODE uma permissao 
exclus.va para construir e analisar urn banco de dados de genetica a partir dos regis¬ 
tros de saude do pais. O pnme.ro sucesso da empresa foi a identificaqao do tremor 
essencial familiar, urn gene associado ao tremor nos idosos. Cientistas da deCODE 
ambem identificaram genes envolvidos na suscetibilidade a doenga cardfaca aci- 
dente vascular cerebral, hipertensao, doenqa de Alzheimer e cancer de prostata 
Com base nestes resultados, a deCODE Genetics negociou urn contrato de US$200 
milhoes com a g.gante famaceutica sufqa Hoffmann-LaRoche, que deu a empresa suiga 
tos exclusivos para qualquer droga ou produtos diagnosticos resultantes do traba- 
Iho dos cientistas da deCODE. Para as pessoas da Islandia, o contrato especifica que a 
Hoffmann-LaRoche deve fornecer sem nenhuma despesa todas as drogas, testes diae- 
nosticos e outros produtos resultantes desta pesquisa. Portanto, pelo menos neste caso 
as pessoas que forneceram os dados geneticos e as amostras de DNA para analise serao 
pessoalmente beneficiadas pelos resultados das pesquisas de uma empresa privada. 

A saga da deCODE, entretanto, nao progrediu sem controversy. O ponto chave 
nos contmuos debates na Islandia e a questao sobre consent,mento presumido versus 

—r mf0r ™ A ° e a ? rd ° C ° m 3 ' egisla ^° a P rovada pelo parlamento 
a Islandia os registros de saude de uma pessoa sao automaticamente incluidos 

o banco de dados a menos que ela ou ele solicite especificamente que os regis- 
ros sejam exc ui os. Esta lei estabelece a pratica do “consentimento presumido”. 

pra ica geral no campo da medicina e do “consentimento informado” em que 
o os os registros de uma pessoa sao considerados privados a menos que a pessoa 
assme especificamente urn documento de consentimento informado dizendo que 
eles podem ser liberados. Muitos cidadaos e medicos da Islandia fazem objecao a 
ei de consentimento presumido que regulamenta a deCODE, dizendo que e uma 
invasao de sua privacidade. Alguns medicos estao recusando submeter os registros 
de saude de seus pacientes a deCODE. Entretanto, a lei da Islandia que estabelece a 
pratica do consentimento presumido e muito clara, e o banco de dados da deCODE 
contmua a se> expand.r, da mesma forma que o debate sobre os procedimentos de 
leta e uso de dados geneticos de populates humanas. 


p 

VJregor Mendel estudou os efeitos de sete genes sobre ca- 
ractensticas em ervilhas, mas ele nao estudou mais que tres 
genes em nenhum cruzamento. Geneticistas de hoje podem 
estudar a expressao de todos os genes, o genoma inteiro, de 
um organismo em um unico experimento. Em janeiro de 
2005, as sequences completas, ou quase completas, de nu- 
cleotideos dos genomas de mais de 1.000 virus, virus defec- 
tivos e viroides, 671 plasmldeos, 652 mitocondrias, 41 clo- 
roplastos, 20 archaea, 190 bacterias e 28 eucariontes haviam 
sido determinadas. A lista de eucariontes cujos genomas ha¬ 
viam sido seqiienciados inclui importantes organismos mo- 
delos em genetica: a levedura do pao Saccharomyces cerevisae, 
a mosca-das-ffutas Drosophila melanogaster e a planta Ara- 
bidopsis thaliana. Tambem inclui o protozoario Plasmodium 
falciparum, que causa a forma mais perigosa de malaria, e 


o mosquito Anopheles gambiae, que e o organismo hospe- 
deiro mais responsavel pela disseminagao desta doenga. O 
bicho-da-seda (Bombyx mori), um inseto economicamente 
importante, esta na lista, bem como varios vertebrados: o 
camundongo (Mus musculus), o rato da Noruega (Ramis nor- 
vegicus), o Red Jungle Fowl, um ancestral dos galos domesd- 
cos ( Gallus gallus), o baiacu (Fugu rubripes) e nossa propria 
especie ( Homo sapiens). 

Uma das metas originais do Projeto do Genoma Humano 
foi determinar a seqiiencia completa de nucleotfdeos do ge¬ 
noma humano no ano de 2005. O que ocorreu e que dois 
rascunhos da sequencia - um por um consorcio publico e 
outro por uma empresa privada - foram publicados em feve- 
reiro de 2001 (veja Um Marco na Genetica: Dois Rascunhos 
da Sequencia do Genoma Humano, no final deste capitulo). 
Uma sequencia quase completa do genoma humano com 
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99% do DNA eucromatico foi liberada em outubro de 2004, 
um ano inteiro antes da meta original. 

As melhorias na tecnologia de seqiienciamento do DNA 
que ocorreram durante as ultimas duas decadas do seculo 
vinte permitiram que pesquisadores coletassem grandes 
quantidades de dados de seqiiencia. Entretanto, o seqiien- 
ciamento nem sempre foi tao facil. Custou a Robert Holley, 
ganhador do Premio Nobel de 1968, varios anos para deter- 
minar a seqiiencia de 77 nucleotideos do tRNA de alanina 


de levedura. Alguns dos principals avangos na tecnologia do 
sequenciamento, bem como alguns dos marcos no estudo 
dos genomas, sao destacados na Fig. 16.1. 

Na era atual, grandes quantidades de dados de sequencias 
acumulam-se diariamente. A maioria destes dados resulta 
de projetos de pesquisa financiados por agendas governa- 
mentais - o National Institutes of Health (NIH), o Natio¬ 
nal Science Foundation (NSF) e o Department of Energy 
(DOE) nos EUA- e agendas comparaveis em outros paises. 



[NFOQUE JECNICO: 


Em 1979, Walter Goad, um fisico que trabalhava no Los Alamos 
National Laboratory (LANL) no Novo Mexico, teve a ideia de um 
banco de dados que conteria todas as sequencias de DNA dispo- 
niveis. De 1982 ate 1992, Goad e seus colaboradores incorporaram 
sequencias ao banco de dados, hoje chamado GenBank, e o man- 
tiveram no LANL. Hoje, esse banco de dados e mantido pelo Na¬ 
tional Center for Biotechnology Information (NCBI), que e parte 
da National Library of Medicine (NLM) 
no National Institutes of Health (NIH) 
em Bethesda, Maryland. O conteudo do 
banco de dados cresceu muito desde 
que Goad e seus colaboradores o cria- 
ram (Fig. 1). No final de 1982, o GenBank 
continha 680.338 pares de nucleotideos 
de sequencias de DNA, mas ao final de 
2004 ele continha mais de 44 bilhoes de 
pares de nucleotideos. 

Tambem foram estabelecidos ban- 
cos de dados comparaveis ao GenBank 
na Europa e no Japao. O European Mo¬ 
lecular Biology Laboratory (EMBL) Data 
Library foi criado na Alemanha em 1980, 
e o DNA DataBank of Japan (DDBJ) foi 
estabelecido em 1984. GenBank, EMBL 
e DDBJ subsequentemente se uniram e 
formaram o International Nucleotide 
Sequence Database Collaboration, que 
permite a pesquisadores analisar todos 
os tres bancos de dados simultanea- 
mente. 

O desenvolvimento de programas 
de pesquisa e recuperaqao de triagem 
de bancos de dados quanto a sequen¬ 
cias similares as que sao colocadas deu 
aos cientistas uma grande ferramenta 
de pesquisa. Em particular, o sistema de 
pesquisa do ENTREZ do NCBI e muito 
valioso. Este sistema foi distribuido em 
CD-ROM em 1992, depois como versao 
da rede em 1993 e finalmente esta dis- 


ponivel, gratis, na Internet desde 1994 (URL: http://www.ncbi. 
nlm.nih.gov/entrez). A quantidade de informaqoes pesquisaveis e 
que se pode obter dispomveis no web site Entrez tern aumentado 
a cada ano. Ela nao so engloba os bancos de dados de sequencias 
de protemas como tambem inclui um enorme banco de dados 
bibliograficos chamado PubMed que cobre a maioria dos periodi- 
cos de medicina e biologia. Hoje, voce pode pesquisar todos estes 



Fig. 1 M Crescimento do GenBank desde sua origem em 1982 ate 15 de dezembro de 2004. 

As ordenadas a esquerda e a direita mostram o tamanho da cole(;ao em numero de sequencias 
de DNA (vermelho) e numero de pares de nucleotideos (azul), respectivamente. O numero de 
sequencias diferentes cresceu de 606 no final de 1982 para 40,6 milhoes no final de 2004. 
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Assim, esses dados sao informayoes publicas e estao dispo- 
mveis para qualquer um que queira usa-los. As sequencias 
tornaram-se publicas por meio do estabelecimento de ban- 
cos de dados de sequencias que estao dispomveis gratis na 
web ein http://ww.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi (veja 
Enfoque Tecnico: GenBank). 

Logicamente, apenas tornar dispomveis os bancos de 
dados nao e suficiente. Devemos ser capazes de extrair in¬ 
formayoes deles, isto e, “garimpar” os bancos de dados, e 


entao analisar eficientemente e precisamente a informayao 
extrafda. Este processo requer programas de computacao 
que podern procurar as grandes sequencias de DXA nos ^re- 
nomas de interesse. A necessidade de tal programa englobou 
uma nova disciplma cientifica chamada bioinformatica. Ma- 
tematicos, cientistas de computayao e biologos moleculares 
que trabalham nesta disciplina desenvolveram algoritmos de 
pesquisa em computador que podem extrair informayoes do 
DNA e dados de sequencias de proteinas. 



[NFOQUE JECNICO: GenBank (continuacao) 


bancos de dados simultaneamente usando o cruzamento global 
do banco de dados do NCBI, e a pagina de procura fornece o nu- 
mero de itens encontrados (isto e, as “entradas”) em cada banco 
de dados. 

Uma discussao de todos os bancos de dados que podem ser 
pesquisados com o Entrez esta alem do escopo deste texto. 
Voce e encorajado a visitar o site e explorar alguns de seus ban¬ 
cos de dados. Eles incluem os bancos de dados do PubMed e 
DNA mencionados previamente e bancos de dados de sequen¬ 
cias de proteinas, estruturas macromoleculares tridimensionais, 
cromossomos e genes causadores de cancer, sequencias expres¬ 
ses, polimorfismos de um so nucleotideo, sequencias genomicas 
inteiras e muito mais. 

Vamos fazer uma pesquisa no Entrez para ilustrar como ele 
funciona. Suponha que voce quer determinar a sequence de 
nucleotideos de um segmento de DNA de um organismo de in¬ 
teresse e quer saber se esse DNA ja foi sequenciado ou se e si¬ 
milar a sequencias em qualquer um dos atuais bancos de dados. 
Um dos modos mais rapidos de obter esta informayao e fazer 
uma pesquisa no BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) com 
sua sequencia de entrada, ou query. Comecemos na home page 
do NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Primeiro, selecione 
“BLAST” na barra de ferramentas. Entao, em “Nucleotide” em 
cima a esquerda, clique em "Quickly search for highly similar 
sequences (megablast) \ e uma janela similar a mostrada na Fig. 

2 a ira aparecer. 

Suponha que sua sequencia de nucleotideos e a seguinte: 

5’-ATGAGAGAAATTCTTCATATTCAAGGAGGTCAGTGCGGAA 

ACCAGATCGGAGCTAAGTTCTGGGAAGTTATTTGCGGCGAG 

CACGGTATTGATCAAACCG-3’ 

Digite ou transfira a sequencia indagada para o boxe no topo 
da pagina do BLAST. Antes de clicar o botao “BLAST!” role para 
Format e faya algumas mudanyas para diminuir a quantidade 
de informayoes que voce iria receber. Mude “alignment” do 
“HTML” para “Plain text” e reduza tanto o numero de “descri- 
yoes” quanto o numero de “alignments” para 10. Finalmente, 
mude o “alignment view” para “Pairwise.” Agora, clique o botao 
“BLAST!” Seus resultados deverao aparecer em menos de um 
minuto. Eles devem incluir uma lista de 10 “Sequences produ¬ 
cing significant alignments” (descriyoes de sequencias 5 e 10 sao 


mostradas na Fig. 2b) e o alinhamento de cada sequencia com 
sua sequencia indagada (os alinhamentos sao mostrados para os 
numeros 5 e 10 na Fig. 2c). 

As 10 sequencias mais similares nos bancos de dados incluem 
apenas duas sequencias distintas. As primeiras seis sequencias sao 
todas obtidas independentemente do mesmo gene; as quatro se- 
guintes sao sequencias independentes de um segundo gene pro- 
ximamente relacionado. Note na Fig. 2c que a sequencia indagada 
tern um ajuste perfeito com a sequencia 5 e que difere da sequen¬ 
cia nas posiyoes de nucleotideos 10 e 12. As sequencias 5 e 10 sao 
membros de uma familia de genes que codificam um conjunto de 
proteinas proximamente correlatas com as mesmas funyoes ou 
fun^oes muito similares. 

Suponha que voce quer saber mais sobre as sequencias iden- 
tificadas em sua pesquisa. Vamos para a home page do NCBI: 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/. Role para a parte inferior 
da pagina e clique em “Go” para uma pesquisa em todos os ban¬ 
cos de dados. Na “Search across databases” digite o numero de 
acesso para a sequencia 5, “M84706’; e clique em “Go” A pesquisa 
levara cerca de 1 segundo, e a pagina de resumo mostrara as cor¬ 
respondences em “PubMed” e uma de cada em “PubMed Central”, 
‘Nucleotide” e “Gene” Clique primeiro em “Nucleotide” e voce 
vera que a sequencia e parte do gene de beta-9-tubulina de Arabi- 
dopsis thaliana. (A p-tubulina e uma das proteinas estruturais das 
fibras do fuso anafasico.) Em seguida, clique em “M84706” e a pa¬ 
gina resultante dara uma descriyao do gene, incluindo a sequencia 
completa de nucleotideos. 

Agora, voltemos a pagina de resumo da pesquisa cruzada de 
bancos de dados e cliquemos em “Pub Med” para ver as equi¬ 
valences na literatura. Serao mostradas duas references. Clique 
na segunda: “Snustad et al" e a pagina titulo e o resumo desta 
publicayao aparecerao na janela. Clique em “Free full text article” 
e uma versao PDF da publicayao podera ser baixada para seu com¬ 
putador. Esta reference contem os primeiros relatos das sequen¬ 
cias de nove genes de P-tubulina de Arabidopsis. 

Esta breve explorayao do web site Entrez i lustra o poder e a 
convenience do programa e os bancos de dados hoje dispomveis 
para analisar sequencias de DNA. Sem tais ferramentas, geneticis- 
tas teriam enormes dificuldades em dar sentido ao vasto numero 
de sequencias de DNA atualmente dispomveis. 
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[NFOQUE JECNICO: GenBank (continuacao) 



megablast 


BLAST 


Nucleotide 

What is MegaBLAST? 


Protein 


Translations Retrieve results f° r 
an RID 


ATGAGAGAAATTCTTCATATTCAAGGAGGTCAGTGCGGAAACCAGATCGGAGCTAAGTTCTC 


Search 


Load query file from disk 


Browse... 


Set subsequence p rom . 


To: 


Choose database 


Return alignment 
endpoints only 




Now: or 

(a) the MegaBLAST web site at NCBI. 

Sequences producing significant alignments: 

No. 5: gill66909lgblM84706.1IATHTUB9B Arabidopsis thaliana beta-9 tubul. 

No. 10: gil30689176lreflNM_l 22291,2l Arabidopsis thaliana tubulin beta-8. 

(b) Two of the 10 sequences identified by the MegaBLAST search. 


Score 

(bits) 


E 

value 


192 8e-47 
110 6e-22 


Ouery'atgagagaaattcttcatattcaaggaggtcagtgcggaaaccagatcggagctaagttctgggaagttatttgcggcgagcacggtattgatcaaaccg 100 
M84706.1 atgagagaaattcttcatattcaaggaggtcagtgcggaaaccagatcggagctaagitclgggaagllalllgcggcgagcacgglattgatcaaaccg 227 

Query. 3|g a 8agaaattcttcatattcaaggaggtcagtgcggaaaccagatcggagctaagttctgggaagtta-tttgcggcgagcacggtattgat 93 

NM 122291 2 LiiiLi ' 11 ' 1 1 1 1 1 J 1 11 1 > I I I I I I I I I I I I i I I 1 1 I I I I I I I I I I I I | | | I | |||||| |||IMIII II III 
_122291.2 atgcgagagat tcttcacatacaaggtggccaatgcggaaaccagatcggagctaagttctgggaagt-agt ttgcgccgagcacgggatcgat 172 

(c) Nucleotide alignments of the query sequence with two sequences identified by the MegaBLAST search. 


!xr A V!TT!^° de Uma pesquisa Me S aBI -AST do banco de dados “Nucleotideo” do Entrez. A sequencia de 100 nucleotideos: 

GAGAAATTCTTCATATTCAAGGAGGTCAGTGCGGAAA-CCAGATCGGAGCTAAGTTCTGGGAAGTTATTTGCGGCGAGC- 

ACGGTATTGATCAAACCG foi usada como indagaqao. Os resultados da pesquisa foram restritos as 10 sequences mais similares nos bancos 
de dados. As primeiras seis sequencias identificadas sao todas identicas a sequencia indagada. Elas sao sequencias independentes do 
gene de |i-9-tubulma (TUB9) de Arabidopsis thaliana. As quatro sequencias seguintes identificadas sao muito similares, mas nao identicas 
-T! nC ' a lnda § ada - E,as sa ° sequencias independentes do gene TUB8 de Arabidopsis, que codificam a p-8-tubulina muito similar. 

(b) As duas sequencias distmtas identificadas pela pesquisa MegaBLAST. Quanto mais alto o valor, mais proximamente relacionadas 
seq ^J e ^ clas ' l c ' A inhamentos da sequencia indagada com cada uma das sequencias identificadas na pesquisa MegaBLAST. Note a 
identidade perfeita da sequencia M84706.1 ( TUB9 ) com a sequencia indagada, e a proxima similaridade de NM 122291.2 ITUB8) com a 
sequencia indagada. TUB8 e TUB9 codificam p-tubulinas muito similares. 
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Desenvolvimentos importantes 
no seqiienciamento do DNA 


1868 


Eficiencia 
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150.000.000 


1944 
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HZ 


1980 


1986 



1995 



1996 



1998 

□ 

L 

1998 


2000 


2001 
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2004 
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Miescher: Descoberta do DNA 

Avery: Demonstrou que o DNA e o “material genetico” 

Watson & Crick: Descoberta da estrutura de dupla helice do DNA 


Holley: Sequenciado o tRNA Ala de levedura 

• Foram usados metodos especi'ficos de digestao de RNA e cromatografia 
para sequencer o RNA; requer grandes quantidades de amostra. 

Wu: Sequenciada ponta coesiva do DNA de X 

• Foram usados conceitos de sfntese com primer e eletrofores 2D; 
amostras foram marcadas e menos material foi necessario. 

Sanger: Desenvolvido procedimento de termino de seqiienciamento didesoxi; 
Gilbert: Desenvolvido protocolo de seqiienciamento por degradacao quimica 

• Foram desenvolvidos conceitos de termino de cadeia e degradacao quimica. 

• Foi usada eletroforese em gel de poliacrilamida para separar DNA. 

Goad: Proposto o prototipo do GenBank 

Messing: Desenvolvidos vetores de clonagem M13 

• Sistema de clonagem foi aplicado. 

Hood: Desenvolvido sistema de seqiienciamento parcialmente automatizado 

• Reacoes de seqiienciamento foram otimizadas. 

• Estrategias de distribuicao de seqiienciamento foram aplicadas e 
iniciados manuseios de dados auxiliados por computador. 

Venter: Primeiros genomas bacterianos seqiienciados 

• Foram aplicados ao processo instrumentos de seqiienciamento 
femorescente automatizado e operacoes de robotica. 

• Foi introduzido o conceito de seqiienciamento por PCR. 

Consorcio internacional de cientistas: Seqiienciado o primeiro 
genoma eucariotico de levedura 

• Colaboracao entre equipes de cientistas. 

PerkinElmer, Inc.: Desenvolvido seqiienciador de 96 capilares 

• Torna-se dispomvel sistema de sequenciamento totalmente automatizado 
em eletroforese de 96 capilares para laboratories de pesquisa. 

Seqiiencia completa do genoma de Caenorhabditis elegans 

Seqiiencia completa da parte de eucromatina do genoma de 
Drosophila melanogaster ; 

Seqiiencia completa do genoma de Arabidopsis thaliana 

Cientistas do International Human Genome Sequencing Consortium 
e Celera Genomics: Publicados primeiros rascunhos da seqiiencia 
do genoma humano 

Cientistas do International Rice Genome Sequencing Project and 
Syngenta: Primeiros rascunhos das seqiiencias genomicas de 
subespecies de arroz; 

Mouse Genome Sequencing Consortium: Primeiro rascunho da 
seqiiencia do genoma de camundongo 

Rat Genome Sequencing Project Consortium: Primeiro rascunho 
da seqiiencia do genoma de rato; 

International Human Gene Sequencing Consortium: Seqiiencia 
do genoma humano quase completa (99% da eucromatina) 


Fig. 16.1 ■ Avangos na eficiencia 
de sequenciamento do DNA, 
alguns desenvolvimentos 
tecnologicos que aumentaram 
a produtividade de 
sequenciadores e alguns marcos 
no sequenciamento do DNA. 
Inicialmente, todas as etapas 
no sequenciamento do DNA 
eram feitas manualmente, 
tornando-o um processo 
muito trabalhoso. Entretanto, 
maquinas de sequenciamento 
automatizado hoje substituiram 
sequenciamentos Fiumanos, 
aumentando muito a eficiencia. 


A disponibilidade de seqiiencias genomicas inteiras abriu 
as portas para analises de bioinformatica e para estudos fun- 
cionais dos genes contidos nessas seqiiencias. Microarran- 
jos, incluindo os chamados chips de genes, permitem que 
cientistas investiguem a expressao de todos os genes de um 
organismo simultaneamente (veja Analises de RNA e Prote- 


inas do Funcionamento do Genoma, neste capftulo). Outros 
procedimentos usam seqiiencias conhecidas de nucleotfdeos 
para dissecar vias metabolicas por “nocaute” ou desligamento 
da expressao de genes (veja Genetica Reversa, no Cap. 17, e 
O Camundongo: Mutagenese Insercional, Transgenicos e 
Mutagoes Nocaute, no Cap. 22). 
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Neste capitulo, discutiremos algumas das ferramentas e 
tecnicas que sao usadas para estudar a estrutura e a fungao 
dos genomas, examinaremos o progresso espetacnlar do Pro- 
jeto do Genoma Humano e veremos como as comparagoes 
dos genomas podem contribuir para nossa compreensao da 
evolugao. No capftulo seguinte, examinaremos outros avan- 
gos tecnicos -fingerprint de DNA, terapia genica humana e a 
produgao de microrganismos, plantas e animais transgenicos. 
Veremos tambem como geneticistas identificaram os genes 
defeituosos que sao responsaveis por duas condigoes huma- 
nas tragicas, a doenga de Huntington e a fibrose cfstica. Os 
procedimentos usados para identificar estes genes tornaram- 
se paradigmas metodologicos para a identificagao de muitos 
outros genes relacionados a doengas em humanos. 


GENOMICA: DMA VISAO GERAL 

Genomica e uma subdisciplina da genetica que enfoca a 
estrutura e a fungao de genomas inteiros. 

Geneticistas tern usado o termo genoma por mais de 
sete decadas para se referir a uma copia completa da in- 
formagao genetica ou um conjunto completo de cromos- 
somos (monoploides ou haploides) de um organismo. Em 
contraste, genomica e um termo relativamente novo. A 
palavra genomica parece ter si do criada por Thomas Ro¬ 
derick em 1986 para referir-se a subdisciplina da genetica 
de mapeamento, sequenciamento e analise das fungoes de 
genomas inteiros e para servir como nome de uma nova 
publicagao, Genomics , dedicada a comunicagao de novas in¬ 
formagoes nesta area. 

A medida que se tornaram dispomveis mapas detalhados 
e seqiiencias de genomas, a subdisciplina genomica foi di- 
vidida em genomica estrutural, o estudo da estrutura do 
genoma, genomica funcional, o estudo do funcionamento 
do genoma, e genomica comparativa, o estudo da evolugao 
do genoma. A genomica funcional inclui analises do trans- 
criptoma, o conjunto completo de RNA transcritos de um 
genoma, e o proteoma, o conjunto completo de protemas 
codificadas pelo genoma. De fato, a genomica funcional en- 
globa uma disciplina inteiramente nova, a proteomica, que 
tern como sua meta a determinagao das estruturas e fungoes 
de todas as protemas em um organismo. 

Enquanto a genomica estrutural esta bem avangada, pela 
disponibilidade de seqiiencias completas de muitos organis- 
mos, a genomica funcional apenas entrou em uma fase ex- 
plosiva de crescimento. As novas tecnologias de hibridizagao 
e chips genicos permitem que pesquisadores monitorem a 
expressao de genomas inteiros - todos os genes de um or¬ 
ganismo - em varios estagios de crescimento e desenvolvi- 
mento ou em resposta a mudangas ambientais. Estas podero- 
sas novas ferramentas prometem dar inumeras informagoes 
sobre genes e como eles interagem uns com os outros e com 
o ambiente. 


mm PONTO IMPORTANTE 

M Genomica e a subdisciplina da genetica devotada a mapea¬ 
mento, sequenciamento e analise funcional e comparativa de 
genomas. 


CORRELATE) DOS MAPAS GENETICO, 
CIT0L0GIC0 E FfSICO DE CR0M0SS0M0S 

As localizagoes cromossomicas de genes e outros 
marcadores moleculares podem ser mapeadas com base 
em frequences de recombinagao, posigoes relativas de 
caracteristicas citologicas ou distancias fisicas. 

A capacidade dos cientistas de identificar e isolar genes 
com base em informagoes sobre sua localizagao no genoma 
foi uma das primeiras contribuigoes importantes da pesquisa 
genomica. Em principio, este enfoque, chamado de clonagem 
positional, pode ser usado para identificar e clonar qualquer 
gene com um efeito fenotipico conhecido em qualquer espe- 
cie. A clonagem posicional tern sido muito usada em varias 
especies, incluindo seres humanos. No Cap. 17, conside- 
raremos o uso da clonagem posicional para identificar os 
genes humanos responsaveis. pela doenga de Huntington e 
a fibrose cfstica. 

Como a utilidade da clonagem posicional depende da dis¬ 
ponibilidade de mapas detalhados de regioes dos cromosso- 
mos onde estao os genes de interesse, importantes esforgos 
tern enfocado o desenvolvimento de mapas detalhados do 
genoma humano e dos genomas de importantes organismos 
modelos, tais como D. melanogaster , C. elegans e A. thaliana. 
A meta dessa pesquisa e construir mapas geneticos e fisicos 
correlatos com marcadores distribuidos em intervalos rela¬ 
tivamente curtos pelo genoma. No caso dos genomas hu¬ 
mano e de Drosophila , os mapas geneticos e fisicos tambem 
podem ser correlacionados com mapas citologicos (padroes 
de bandeamento) dos cromossomos (Fig. 16.2). Discutire¬ 
mos a construgao desses mapas nas segoes seguintes deste 
capitulo. 

Lembre que os mapas geneticos (Fig. 16.2, a esquerda) sao 
construidos a partir de freqiiencias de recombinagao, sendo 
1 centiMorgan (cM) igual a distancia que da uma frequencia 
media de recombinagao de 1% (Cap. 7). Mapas geneticos 
com marcadores espagados em intervalos curtos - mapas ge¬ 
neticos de alta densidade - em geral sao construidos usando- 
se marcadores moleculares tais como firagmentos de restri- 
gao de tamanhos diferentes (polimorfismos de comprimento de 
firagmentos de restriqdo , ou RFLP). Mapas citologicos (Fig. 
16.2, centro) sao baseados em padroes de bandeamento de 
cromossomos observados ao microscopio apos tratamento 
com varios corantes (Cap. 6). Mapas fisicos (Fig. 16.2, a 
direita), tais como os mapas de restrigao (Fig. 16.2, em cima, 
a direita) discutidos no Cap. 15, sao baseados nas distancias 
moleculares - pares de bases (pb), quilobases (kb, 1.000 pb) 
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Fig. 16.2 ■ Correla<;ao dos mapas genetico, citologico e 
fisico de um cromossomo. As distances de mapa genetico 
sao baseadas em frequences de crossing e sao medidas 
em porcentagem de recombinagao, ou centiMorgans (cM), 
enquanto as distancias fisicas sao medidas em pares de 
quilobases (kb) ou megabases (mb). Mapas de restrigao, 
mapas de contig e mapas STS (sitios de sequences 
marcadas) sao descritos no texto. 


e megabases (mb, 1 milhao de pb) - que separam sitios em 
moleculas gigantes de DNA presentes em cromossomos. Os 
mapas fisicos tambem content as localizagoes de clones ge- 
nomicos superpostos ou contigs (Fig. 16.2, centro, a direita) 
e seqiiencias nucleotidicas unicas chamadas sitios de sequencia 
marcada , ou STS (Fig. 16.2, embaixo, a direita). 

Os mapas fisicos de um cromossomo podem estar corre- 
lacionados com os mapas geneticos e citologicos de varios 
modos. Genes que foram clonados podem ser posicionados 
no mapa citologico por hibridizagao in situ (Cap. 9). Podem 
ser estabelecidas correlacoes entre os mapas genetico e fisico 
localizando-se clones de genes geneticamente mapeados ou 
RFLP no mapa fisico. Marcadores que sao mapeados tanto 
geneticamente quanto fisicamente sao chamados de mar¬ 
cadores ancoras; eles ancoram o mapa fisico ao mapa ge¬ 
netico e vice-versa. Mapas fisicos de cromossomos tambem 
podem ser correlacionados com mapas geneticos e citolo¬ 
gicos usando-se (1) PCR (veja Fig. 15.11) para amplificar 
seqiiencias unicas de DNA genomico, geralmente de 200 
a 500 pb, (2) transferencias de Southern para correlacionar 
estas seqiiencias com clones superpostos em mapas fisicos 
e (3) hibridizagao in situ para determinar suas localizagoes 
cromossomicas (posigoes em mapas citologicos). Essas se- 
qiiencias ancoras unicas curtas sao denominadas sitios de 
sequencia marcada (STS). Outro enfoque usa seqiiencias 


curtas de cDNA (DNA copia de mRNA), ou marcagoes de 
sequencia expressa (EST), como sondas de hibridizagao 
para ancorar mapas fisicos a mapas de RFLP (mapas geneti¬ 
cos) e mapas citologicos. 

Distancias fisicas nao se correlacionam diretamente com 
distancias de mapa geneticas porque as ffeqiiencias de re- 
combinagao nao sao sempre proporcionais as distancias mo- 
leculares. Entretanto, as duas em geral sao razoavelmente 
bem correlacionadas em regioes eucromaticas de cromosso¬ 
mos. Em humanos, 1 cM e equivalente, em media, a cerca 
de 1 mb de DNA. 

Poiimorfismos de Comprimento de Fragmentos de 
Restricao (RFLP) e Mapas de Microssatelite 

Quando mutagoes alteram as seqiiencias de nucleotideos em 
sitios de clivagem de enzimas de restrigao, as enzimas nao 
mais os reconhecem (Fig. 163a). Outras mutagoes podem 
criar novos sitios de restrigao. Tais mutagoes resultam em 
variagoes nos tamanhos dos fragmentos de DNA produzidos 
por digestao com varias enzimas de restrigao (Fig. 163b). 
Tais poiimorfismos de comprimento de fragmentos de 
restrigao, ou RFLP, demonstraram-se valiosos na constru- 
gao de mapas geneticos detalhados para uso na clonagem 

























478 ■ GENOMICA 


DNA de Ecotipo I de uma especie 
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EcoRI 


Perda de um sitio de EcoRI causada 
por uma substituicao de * P0 r .<?. 

t c 

nriGAATTcrr i u \ r - - 
CTT A AG BBBBHBBbI - . 


EcoRI 

(a) Origem mutacional de um RFLP 


EcoRI 


AA/O 


Cl Isolar DNA de cada ecotipo. 

© Digerir DNA com enzima de restricao EcoRI. 
o Separar fragmentos de restricao por eletroforese em gel de agarose. 


AA/> 
<0^.7 


O Transferir fragmentos de DNA de restricao para membrana de nailon. 


W7 


O Hibridizar fragmentos de DNA em transference de Southern com clone radioativo de 


aa/> 


gene A. 


OT Lavar transferencia e expo-la a filme de raios X para produzir auto-radiograma. 


(b) Deteccao de um RFLP 


DNA de DNA de 
Ecotipo I Ecotipo II 



Fragmentos de restricao 
com homologia com a 
sonda radioativa de gene A 


Fig. 16.3 ■ A origem 
mutacional (a) e a deteccao (b) 
de RFLP em ecotipos diferentes 
de uma especie. No exemplo 
mostrado, uma substituicao 
de pares de bases A:T G:C 
resulta na perda da sequencia 
central de reconhecimento de 
EcoRI presente no gene A 
do DNA do ecotipo I. Esta 
mutagao pode ter ocorrido em 
ancestral do ecotipo II durante 
os primeiros estagios de sua 
divergence do ecotipo I. 


positional. RFLP sao mapeados como outros marcadores 
geneticos. Lies segregam em cruzamentos como se fossem 
alelos co-dominantes. 

Os DNA de isolados geograficos diferentes, ecotipos di¬ 
ferentes (linhagens adaptadas a condigoes ambientais dife¬ 
rentes) e linhagens endocruzadas diferentes de uma especie 
contem muitos RFLP que podem ser usados para construir 
mapas geneticos detalhados. Os DNA de individuos dife- 
i elites, mesmo parentes, em geral exibem RFLP Alguns 
RFLP podem ser visualizados diretamente quando os ffag- 
mentos de DNA digeridos sao separados por eletroforese 
em gel de agarose, corados com brometo de etidio e vistos 
sob luz ultravioleta. Outros RFLP podem ser detectados 
apenas usando-se cDNA especifico ou clones genomicos 


como sondas de hibridizagao radioativas em transferences 
de Southern genomicas (Fig. 16.3 b). Os proprios RFLP sao 
os fenotipos usados para classificar a prole de cruzamentos 
como parentais ou recombinantes. A Fig. 16.4 ilustra o uso 
de RFLP como marcadores geneticos em experimentos de 
mapeamento na planta modelo Arabidopsis. Como seu ge- 
noma e pequeno (cerca de 10 8 pares de nucleotfdeos), Arabi¬ 
dopsis e um sistema excelente que permite clonar genes com 
base em suas localizagoes. 

Os marcadores RFLP sao especialmente valiosos no ma¬ 
peamento de cromossomos de humanos, em que os pesqui- 
sadores devem basear-se na segregagao de alelos mutantes de 
ocorrencia espontanea em familias para estimar distancias de 
mapa. Mapeamento deste tipo baseado em heredogramas e 
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Numeros de bandas 

cM cM Marcadores cromossomicas 


o — 


28.6 — 


-D1Z2 

- D1S77 
-D1S49 
" D1S50 

- D1S47 
' D1S43 

- PND 


54.3 — 


82.9- 


138.8- 


182.0 — 


210.1 — 



260.2 — 


- D1S61 
-AT3 


292.1 — 


323.0 - 


347.8 — 



- D1S48 

- D1S103 

- D1S74 

- D1S8 


389.0 — 



21.1 

21.2 

21.3 

22 

23 

24 

25 


31 


32.1 

32.2 

32.3 

41 

42.1 

42.2 

42.3 

43 

44 


F ' 8 ' 16 ' 5 " C° rre| a$ao entre o mapa de RFLP (a esquerda) e o mapa 
citologico (a direita) do cromossomo humano 1. Os marcadores 
mo eculares e alguns genes sao mostrados no centro. As distancias 
estao em centiMorgans (cM), com o marcador mais superior na 
posiqao 0 a esquerda e as distancias entre marcadores adjacentes 
mostradas na segunda coluna da esquerda. Os colchetes a esquerda 
do mapa citologico mostram os locals cromossomicos dos genes 
indicados e marcadores moleculares. 


feito por comparagao das probabilidades de que os marca¬ 
dores geneticos que segregam no heredograma sao nao liga- 
dos ou sao ligados por varias distancias de mapa. Em 1992, 
geneticistas usaram este procedimento para construir um 
mapa initial com cerca de 2.000 RFLP nos 24 cromossomos 
humanos. A Fig. 16.5 mostra a correlagao entre um mapa de 
KbLP e o mapa citologico do cromossomo humano 1. 

Em humanos, os RFLP mais uteis envolvem seqiiencias 
pequenas que estao presentes em repetigoes em tandem. O 
numero de copias de cada seqiiencia presente em determi- 
nado sftio em um cromossomo e altamente variavel. Tais 
sltios, chamados de numero variavel de repetigoes em 
t™ 6 ™’ ou VNTR, sao portanto altamente polimorficos. 
i S variam de tamanho dos fragmentos nao por causa 

de diferengas nas posigoes dos sltios de clivagem das enzimas 
de restrigao, mas devido a diferengas no numero de copias da 
seqiiencia repetida entre os sltios de restrigao. 

Microssatelites sao uma outra classe de polimorfismos 
que mostraram ser extremamente valiosos na construgao de 
mapas de alta densidade de cromossomos eucarioticos. Os 
microssatelites sao repetigoes em tandem polimorficas de 
seqiiencias com apenas dois a cinco pares de nucleotldeos de 
tamanho. Em humanos, as seqiiencias microssatelites com- 
postas de repetigoes polimorficas em tandem das seqiiencias 
de dinucleotldeos AC/TG (AC em um filamento; TG no fi- 
amento complementar) sao marcadores especialmente uteis 
Em 1996, um grupo de pesquisadores franceses e canadenses 
pub!icou um mapa de 5.264 microssatelites AC/TG no ge- 
noma humano. Esses microssatelites definiram 2.335 sltios 
com uma distancia media de 1,6 cM ou cerca de 1,6 mb entre 
marcadores adjacentes. 

Em 1997, um grande consorcio internacional usou RFLP 
para mapear mais de 16.000 genes humanos (EST e genes 
c onados) e integrou seu mapa ao mapa flsico do genoma 
humano. Neste estudo colaborativo, mais de 20.000 STS 
foram mapeados em 16.354 loci distintos. Esses mapas gene¬ 
ticos compostos primariamente de marcadores RFLP possi- 
bilitaram identificar e caracterizar genes mutantes que sao 
responsaveis por muitas doengas humanas (Cap. 17). 


Mapas Citogeneticos 

Em algumas especies, genes e clones podem ser posiciona- 
os nos mapas citologicos dos cromossomos por hibridiza- 
gao />z situ (Cap. 9). Por exemplo, em Drosophila, os padroes 
de bandeamento dos cromossomos politenicos gigantes nas 
g andulas salivares (Cap. 6) fornecem mapas de alta reso- 
lugao dos cromossomos (Fig. 1 6.6a). Assim, um clone de 
conteiido genetico desconhecido pode ser posicionado no 
mapa citologico com consideravel precisao. Em mamlferos, 
mduindo humanos, hibridizagao in situ com fluorescencia 
( JoH; veja Enfoque 4 ecnico: Hibridizagao In Situ, no Cap. 
9) pode ser usada para posicionar clones em cromossomos 
corados por qualquer dos varios protocolos de bandeamento 
cromossomico. A Fig. 16.6 (b e c) ilustra o uso de FISH 
para posicionar clones no mapa citologico do cromossomo 
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Fig. 16.6 H Determinate* das localizaqoes de genes e clones em cromossomos por hibridiza^ao in situ usando sondas radioativas (a) 
ou fluorescentes ( b ). Mapeamento por hibridiza<;ao in situ [a) do gene white de D. melanogaster na regiao 3C2 do cromossomo X. ( b ) 
Mapeamento de hibridizato in situ com fluorescencia (FISH) do clone D11RP-701 no interval© ql4.3-22.1 do cromossomo humano 11. 

Note que estes sao cromossomos metafasicos contendo duas cromatides, e, portanto, nao existem dois sinais de hibridizaqao em cada 
cromossomo. (c) Mapa citologico do cromossomo 11 mostrando as localiza<;6es do clone (barra vermelha) mapeado por FISH em ( b ) e nove 
outros clones (barras pretas) mapeados no cromossomo 11 no mesmo estudo. 


humano 11. Se puderem ser identificados RFLP que se su¬ 
perpoem a estes clones, eles podem ser usados como sitios 
de STS que ancoram o mapa genetico do cromossomo 11 
ao mapa citologico, produzindo um mapa citogenetico. Se 
os clones podem ser posicionados no mapa fisico por expe- 
rimentos de hibridizato de transference de Southern (Cap. 
15), eles tambem podem ser usados para ligar o mapa fisico 
a mapas genetico e citologico do cromossomo. 

Mapas Fisicos e Bancos de Clones 

O procedimento de mapeamento de RFLP tern sido usado 
para construir mapas geneticos detalhados de cromosso¬ 
mos, os quais, por sua vez, possibilitaram a clonagem po- 
sicional. Esses mapas geneticos foram suplementados com 
mapas fisicos de cromossomos. Isolando-se e preparando- 


se mapas de restrigao de grandes numeros de clones ge- 
nomicos, os clones superpostos podem ser identificados e 
usados para construir mapas fisicos de cromossomos e ate 
mesmo genomas inteiros. Em princi'pio, este procedimento 
e simples (Fig. 16.7). Entretanto, na pratica, c uma enorme 
tarefa, especialmente para genomas grandes. Os mapas de 
restri 9 ao de grandes clones genomicos em vetores YAC, 
PAG ou BAC (Cap. 15) sao analisados por computador e 
organizados em grupos superpostos de clones chainados 
contigs. A medida que mais dados sao adicionados, contigs 
adjacentes sao acrescentados. Quando o mapa fisico de um 
genoma esta completo, cada cromossomo e representado 
por um unico mapa de contig. 

A construcao de mapas fisicos de genomas inteiros re- 
quer que seja pesquisada uma grande quantidade de dados 
quanto a superposigoes. Entretanto, estao dispomveis ma- 
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Fig. 16.7 ■ Urn mapa de contig produzido por Clone 8 
clones genomicos superpostos. Grandes clones 
genomicos, de 200 a 500 kb, tais como os presentes 9 

em vetores YAC RAC ou BAG (Cap. 15), sao usados para Clone 10 

construir mapas de contigs. Os mapas de restricao de clones 

Tuan^T 530 Pre . Parados e P es 9 u| sados por computador Cl °" e 11 

quanto a superposes. Os clones superpostos sao entao 
organ,zados em mapas de contig como o mostrado aqui. Quando 

reZ nZ t 8en ° ma ““ C ° mp,et °' « da —ssomotera 

presentado por um umco mapa de contig. 


Clone 
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Clone 13 
Clone 14 I 
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s P eTes fi hum^ etalha d° S / a f V " ri ° S genomas > incluindo o de 

4 thalien 1 — ° 6 C 'f e 8 ans > ° de D - melanogaster e o de 

part banc 7 ? PaS ffslCOS est5 ° Sendo usados para pre- 
P cos de clones que content clones catalogados co- 

brindo colettvamente crontossontos tnteiros. Assim se Z 

pesqutsador precisa de um clone de um determinate gZ 

ou segmento de um cromossomo, esse clone ja pode ter 

sido catalogado no banco de clones, ou biblioteca de clo- 

nes, estar dispomvel mediante sobctacao. Obviamente 

cotzZT *: de tais bancos de ciones e -I- ess 

21 feen ° mas lnteiros estao acelerando muito as 

s P emT a a b fT 1CaS - Pe$qUiSar Um gene -Pecffico coi e 
sent a ajuda de um mapa ffsico e como procurar um li- 

vro em uma enorme biblioteca com e sent um catalog 

40 que forneca as '**** *nS?E 


■■ P0NT0S IMP0RTANTES 

' * cromossom “ 
cias de recombma ? ao entre marcadores. 

rec r| 3S ^ ito ^ en ® ticos s ^° baseados na localizagao de marcado- 

1 ^ apaS , flS ' cos de crom oss 0 mos sao baseados em distances de 
separam marcadores.^ qUi '° baSeS ° U Par6S d ' megabaSeS ^ ue 
I Mapas de alta densidade que integram os mapas genetico ci- 

J « «»»■»"»* foram cowLteJE 
cromossomos, .nduindo todos os cromossomos himanos. 


CL0NAGEM DE GENES BASEADA 
EM P0SIGA0 DE MAPA 

Mapas genetico, citogenetico e ffsico detalhados de 
cromossomos permitem que cientistas isolem genes por 
andar nos cromossomos ou “saltar” nos cromossomos. 

Os pnmetros genes eucarioticos a serem clonados fo¬ 
ram genes que sao expressos em mveis muito altos em te- 
cidos ou celulas especializadas. Por exemplo, cerca de 90% 
das protemas smtetizadas em reticulocitos de maXosl 
emoglobma. Assim, os mRNA de a- e (3-globma podem ser 
tacilmente tsolados de reticulocitos e usados na preparacao 
de sondas de cDNA radioativas para triagens de Somcas 
genomicas. Entretanto, a maioria dos genes nao sao expres- 
sos em mveis tao altos em celulas especializadas. Assim, como 

OU b WUrn fr qUe Se eXpreSSam em niVeis moder ados 
ou baixos. um enfoque importante e mapear precisamente 

o gene e pescjuisar um clone do gene usando-se procedimen- 

que q chainad n H em | de SUa localizafao n ° genoma. Este enfo- 
identifirl d f eC ° nagem P° si «onal, pode ser usado para 
- , r 9 U£ dquer gene, fornecendo um mapa adequado da 

regiao do cromossomo no qual esta localizado. 

I c o ^ tapas na clonagem posicional sao ilustradas na Fig 

de detennimd Pnmeir ° mapeado uma regiao especffica 
de determmado cromossomo por cruzamentos geneticos 

ou, no caso de humanos, por analise de heredogramas que 

geralmente requerem familias grandes. O geneL seguida 
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Fig. 16.8 ■ Etapas envolvidas na clonagem 
posicional de genes. Em humanos, o mapeamento 
genetico deve ser feito por analise de 
heredogramas, e os genes candidatos devem 
ser triados por sequenciamento de alelos tipo 
selvagem e mutantes (etapa 4a). Em outras especies. 
o gene de interesse e mapeado por cruzamentos 
geneticos apropriados, e os genes candidatos sao 
triados transformando-se os alelos tipo selvagem 
em organismos mutantes e determinando se 
restauram ou nao o fenotipo tipo selvagem 
(etapa 4b). 


aa* 
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7 \A/> Vvo \/ k /> Alelo tipo 

Mapeamento ^Mapeamento 1© 7 Mapeamento © T Seqiienciamento 

genetico fisico de transcrito genico ^ ^ 


Vetor de transformacao 


2ST“S, 

-► 


OU 


O Transformacao de 
organismo mutante com 
gene tipo selvagem 


e localizado no mapa fisico desta regiao do cromossomo. 
Genes candidatos no segmento do cromossomo identifica- 
dos por mapeamento fisico sao entao isolados de indivfduos 
mutantes e tipo selvagem e seqiienciados para identificar 
mutagoes que resultariam em perda de fungao genica. Como 
discutiremos no Cap. 17, os genes humanos responsaveis 
por disturbios herdados tais como doenca de Huntington 
e fibrose cfstica foram identificados mediante emprego do 
enfoque de clonagem posicional. Nas especies em que e 
possfvel a transformacao, sao introduzidas copias dos alelos 
tipo selvagem de genes candidatos em organismos mutantes 
para determinar se os genes tipo selvagem irao restaurar o 
fenotipo tipo selvagem. A restauragao do fenotipo selvagem 
em um organismo mutante da uma forte evidencia de que o 
gene tipo selvagem introduzido e o gene de interesse. 

“Andar” no Cromossomo 

A clonagem posicional e feita mapeando-se o gene de inte¬ 
resse, identificando um RFLP ou outro marcador molecular 
proximo ao gene e entao “andando” (walking) ou “saltando” 


( jumping ) ao Iongo do cromossomo ate encontrar o gene 
procurado. 

Andar no cromossomo e um procedimento que se inicia 
pela selegao de um marcador molecular (RFLP ou clone ge¬ 
nico conhecido) proximo ao gene de interesse e pelo emprego 
deste clone como uma sonda de hibridizagao para triar uma 
bibhoteca de sequences superpostas. Os mapas de restrigao 
sao construidos para os clones superpostos identificados na 
triagem de bibliotecas, e o fragmento de restrigao mais dis- 
tante da sonda original e usado para triar uma segunda bi- 
blioteca genomica construida pelo emprego de uma enzima 
de restrigao diferente ou para triar uma biblioteca preparada 
a partir de uma digestao parcial do DNA genomico. Repe- 
tindo este procedimento varias vezes e isolando uma serie de 
clones genomicos superpostos, um pesquisador pode andar 
ao longo do cromossomo ate o gene de interesse (Fig. 16.9). 
Sem informagao sobre a orientagao do clone inicial no mapa 
de ligagao, a caminhada inicial tera que continuar em am- 
bas as diregoes ate que seja identificado outro RFLP e seja 
determinado se o novo RFLP esta mais proximo ou mais 
distante do gene de interesse que o RFLP inicial. 
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Fig. 16.9 ■ Clonagem posicional de um 
gene por andar no cromossomo. Andar no 
cromossomo comega com a identificagao 
de um marcador molecular (tal como 
o RFLP mostrado em cima) proximo ao 
gene de interesse, continuando com as 
etapas repetidas de 1 a 3 quantas vezes 
sejam necessarias para atingir o gene de 
interesse (embaixo). 


A verificagao de que um clone do gene de interesse foi 
isolado e feita de varios modos. Em organismos experi- 
mentais tais como Drosophila e Arabidopsis , a verificacao e 
obtida introduzindo-se o alelo tipo selvagem do gene em 
um organismo mutante e mostrando que ele restaura o fe- 
notipo tipo selvagem. Em humanos, a verifica^o geral- 
mente envolve a determinacao das seqiiencias de nucleo- 
tideos do gene tipo selvagem e varios alelos mutantes e a 
demonstragao de que as seqiiencias codificantes dos genes 
mutantes sao defeituosas e incapazes de gerar produtos ge- 
nicos funcionais. 

Andar no cromossomo e tarefa muito dificil em especies 
com genomas grandes (a caminhada geralmente e muito 
longa) e uma abundancia de DNA repetitivo disperso (cada 
seqiiencia repetida e um potencial bloqueio do caminho). 
Andar no cromossomo e mais facil em organismos tais como 
A. thaliana e C. elegans , que tern genomas pequenos e pouco 
DNA repetitivo disperso. 


“Saltar” no Cromossomo 

Quando a distancia do marcador molecular mais proximo do 
gene de interesse e grande, uma tecnica denominada “saltar” 
no cromossomo pode ser usada para acelerar o que seria uma 
longa caminhada. Cada salto pode cobrir uma distancia de 
100 kb ou mais. O procedimento de saltar no cromossomo e 
ilustrado na Fig. 16.10. Como a caminhada, o salto e iniciado 
usando-se uma sonda molecular tal como um RFLP como 
ponto de partida. Entretanto, com os saltos no cromossomo, 
grandes fragmentos de DNA sao preparados por digestao par- 
cial do DNA genomico com uma endonuclease de restrigao. Os 
grandes fragmentos genomicos sao entao circularizados com 
DNA-ligase. Uma segunda endonuclease de restricao e usada 
para remover o fragmento de jungao da molecula circular. Esse 
fragmento de jungao contera ambas as pontas do fragmento 
longo. Ele pode ser identificado hibridizando-se os fragmentos 
de DNA em transferencias de Southern com a sonda molecular 
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inicial. E preparado um mapa de restricao do fragmento de jun- 
yao, e um fragmento de restricao que corresponde a ponta distal 
do longo fragmento genomico e clonado e usado para iniciar 
um andar no cromossomo ou um segundo salto no cromos- 
somo. Saltar no cromossomo constitui uma tecnica que se mos- 
trou especialmente util no trabalho com genomas grandes tais 
como o genoma humano e desempenha um papel importante 
na ldentificaqao do gene humano de fibrose cistica (Cap. 17). 


M PONTOS IMPORTANTES 

■ Ma P as geneticos, citogeneticos e fisicos detalhados de cro- 
mossomos permitem que pesquisadores isolem genes com 
base em sua localizaqao no genoma. 

* Se um marcador molecular tal como um polimorfismo de com- 
primento de fragmento de restriqao (RFLP) e mapeado perto 
de um gene, o gene pode geralmente ser isolado por procedi- 
mentos de caminhar ou saltar no cromossomo. 
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0 PROJETO DO GENOMA HUMANO 

Mapas geneticos, citogeneticos e fisicos detalhados 
estao dispomveis para todos os 24 cromossomos 
humanos, e sequencias de nucleotideos completas, ou 
quase completas, estao dispomveis para os genomas de 
muitas especies, incluindo Homo sapiens . 

A medida que as tecnologias de DNA recombinante, 
clonagem genica e seqiienciamento de DNA melhoraram 
nos anos 19/0 e no inicio dos anos 1980, cientistas come- 
caram a discutir a possibilidade de seqiienciar todos os 3 x 
10 pares de nucleotideos no genoma humano. Estas dis- 
cussoes resultaram no langamento do Projeto do Genoma 
Humano em 1990. As metas iniciais do Projeto do Genoma 
Humano eram (1) mapear todos os genes humanos, (2) cons- 
tiuir um mapa fisico detalhado de todo o genoma humano e 
(3) determinar as sequencias de nucleotideos de todos os 24 
ciomossomos humanos no ano de 2005. Os cientistas logo 
perceberam que essa imensa tarefa deveria ser um esforgo 
mundial. Portanto, foi estabelecida a Human Genome Or¬ 
ganization (HUGO) para coordenar os esforgos de geneti- 
cistas humanos ao redor do mundo. 

James Watson, que, com Francis Crick, descobriu a es- 
trutura da dupla helice do DNA, foi o primeiro dire tor desse 
ambicioso projeto, que se estimou durar cerca de duas deca- 
das para ser completado e custar mais de US$3 bilhoes. Em 
1993, brands Collins, que, com Lap-Chee Tsui, liderou as 
equipes de pesquisa que identificaram o gene da fibrose cfs- 
tica, substitmu Watson como diretor do Projeto do Genoma 
Humano. Alem de trabalhar no genoma humano, o Projeto 
do Genoma Humano serviu como abrigo para projetos si- 
milares de mapeamento e de seqiienciamento de genomas 
de varios outros organismos, incluindo a bacteria E. coli , a 
levedura S. cerevisiae , a mosca-das-frutas D. melanogaster, a 
planta A. thaliana e o verme C. elegans. 

Mapeamento do Genoma Humano 

O progresso no mapeamento do genoma humano tern sido 
excelente. Mapas fisicos completos dos cromossomos Y e 21 
e mapas detalhados de RFLP do cromossomo X e todos os 
22 autossomos foram publicados em 1992. Em 1995, o mapa 
genetico continha marcadores separados por, em media, 
200 kb. Um mapa detalhado de microssatelites do genoma 
humano foi publicado em 1996, e um meticuloso mapa de 
16.354 loci distintos foi liberado em 1997. Todos estes mapas 
se mostraram valiosos para pesquisadores clonarem genes 
com base em suas localizagoes no genoma. 

Infelizmente, a resolugao do mapeamento genetico em 
humanos e muito baixa, na faixa de 1 a 10 mb. A resolugao 
da hibridizagao in situ com fluorescencia (FISH) e tambem 
de aproximadamente 1 mb. Um mapeamento de melhor re¬ 
solugao (de 50 kb) pode ser obtido por mapeamento de 
hibridos por radiagao, que e uma modificagao do proce- 


dimento de mapeamento de hibridizagao de celulas soma- 
ticas discutido no Cap. 7. A hibridizagao padrao de celulas 
somaticas envolve a fusao de celulas humanas e celulas de 
roedores cultivadas em cultura e a correlagao de produtos 
de genes humanos com cromossomos humanos retidos nas 
celulas hfbridas. 

O mapeamento de hibridos por radiagao e feito ffagmen- 
tando-se os cromossomos de celulas humanas com intensa 
irradiagao antes da fusao celular (Fig. 16.11). As celulas hu¬ 
manas irradiadas sao entao fusionadas a celulas de hamster 
chines (ou outro roedor) cultivadas em cultura, geralmente 
na presenga de uma substancia qmmica tal como polietileno- 
glicol para aumentar a eficiencia da fusao celular. Os hibri¬ 
dos humano -hamster chines sao entao identificados mediante 
cultivo em um meio seletivo apropriado (veja Cap. 7). 

Muitos dos fragmentos de cromossomos humanos se 
tornam integrados aos cromossomos de hamster chines du¬ 
rante este processo e sao transmitidos para as celulas da 
prole como os genes normais nos cromossomos de hamster 
chines. A reagao em cadeia da polimerase (PCR; Cap. 15) e 
entao usada para triar um grande painel de celulas hfbridas 
selecionadas quanto a presenga de marcadores geneticos 
humanos. Os mapas cromossomicos sao construfdos com 
base na suposigao de que a probabilidade de uma quebra 
induzida por raios X entre dois marcadores e diretamente 
proporcional as distancias que os separam no DNA cro- 
mossomico. 

\ r arios grupos usaram o procedimento de mapeamento 
de hibridos para construir mapas de alta densidade do ge¬ 
noma humano. Em 1997, Elizabeth Stewart e colaboradores 
publicaram um mapa com 10.478 STS baseado em paineis 
de hibridos de radiagao. Seu mapa do cromossomo humano 
1 e mostrado na Fig. 16.12. 

Seqiienciamento do Genoma Humano 

Embora o trabalho de mapeamento genico tenha avan- 
gado rapidamente, o progresso para seqiienciamento do 
genoma humano inicialmente ficou atrasado. Entretanto, 
tudo mudou rapidamente no inicio de 1998. Durante o 
mes de maio de 1998, J. Craig Venter anunciou que ha- 
via formado uma empresa particular, a Celera Genomics, 
com a meta de seqiienciar o genoma humano em apenas 
tres anos. (Veja detalhes em Um Marco na Genetica: Dois 
Rascunhos da Seqiiencia do Genoma Humano.) Logo 
depois, os lfderes dos laboratorios publicos de seqiien¬ 
ciamento do Human Genome Project anunciaram que 
tinham revisto sua programagao e planejavam completar 
a seqiiencia do genoma humano em 2003, dois anos antes 
do que havia sido proposto. A partir deste ponto, tudo se 
acelerou. 

A seqiiencia completa do primeiro cromossomo hu¬ 
mano, o pequeno cromossomo 22, foi publicada em de- 
zembro de 1999. A seqiiencia completa do cromossomo 
humano 21 surgiu em maio de 2000. Entao, por interven- 
gao da White House, Venter, da Celera Genomics, e Fran- 
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Fig. 16.11 a O uso deradiagao em hibridos de celulas somaticas para mapeamento de alta resolugao do genoma humano A loeica 

foram separados por uma quebra induzida por raios X durante a formate do clone hibrido 3. . 2 e 4 mas 


cis Collins, diretor do public Human Genome Project, 
concordaram em publicar os primeiros rascunhos da se¬ 
qiiencia do genoma humano ao mesmo tempo. As seqiien- 
cias da Celera e as publicas foram ambas publicadas em fe- 
vereiro de 2001. A Fig. 16.13 mostra um mapa de sequen¬ 
ces de bases de um segmento de 4 mb na ponta do brago 
curto do cromossomo humano 1. Este mapa ilustra as po- 
sigoes e orientagoes de genes conhecidos e previstos em 
uma pequena parte do genoma humano. Mapas similares 
de todo o genoma humano podem ser vistos no numero de 
15 de fevereiro de 2001 da Nature e de 16 de fevereiro de 
2001 da Science. 

A quantidade de informagdes nesses primeiros rascunhos 
do genoma humano e imensa, incluindo a seqiiencia de mais 
de 2.650 megabases de pares de DNA (mais de 2.650.000.000 
pb). O genoma humano tern mais de 25 vezes o tamanho dos 
genomas antes seqiienciados de Drosophila e Arabidopsis e e 
oito vezes a soma de todos os genomas previamente seqiien- 
ciados. 


A seqiiencia do genoma humano forneceu uma surpresa: 
parece haver apenas cerca de 30.000 a 35.000 genes, e nao 
os 50.000 a 120.000 genes sugeridos por estudos anteriores 
(veja Enfoque Tecnico: Genoma Humano: Quantos Genes?, 
no Cap. 14). A distribuigao de fungoes para os 26.383 genes 
previstos pela seqiiencia da Celera e mostrada na Fig. 16.14. 
Cerca de 60% das proteinas previstas tern similaridades com 
protefnas de outras especies cujos genomas foram seqiiencia¬ 
dos (Fig. 16.15). Mais de 40% das proteinas humanas pre- 
vistas compartilham similaridades com as proteinas de Dro¬ 
sophila e C. elegans. O quadro e bem diferente de fanulias de 
proteinas bem correlatas, que tendeni a desempenhar fungoes 
celulares basicas. Apenas 94 das 1.278 fanulias de proteinas 
previstas pela seqiiencia do genoma humano sao especificas 
de vertebrados. O restante evoluiu de dominios de proteinas 
em ancestrais distantes, incluindo procariontes e eucariontes 
unicelulares. 

Em media, ha um gene a cada 145 kb no genoma hu¬ 
mano, embora existam alguns aglomerados de genes al- 
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Fig. 16.12 ■ Um mapa hlbrido de radiagao de alta resolugao do 
cromossomo 1. O mapa citogenetico do cromossomo 1 e mostrado a 
esquerda, juntamente com as localizagoes de seis marcadores ancoras. 
A direita do mapa citogenetico estao quatro mapas geneticos que 
mostram as localizagoes dos marcadores hibridos de radiagao (linhas 
vermelhas), dos marcadores hibridos de radiagao de alta confianga 
(linhas azuis), dos marcadores RFLP (linhas verdes) e das EST (linhas 
purpura). 


tamente expressos em regioes eucromaticas de cromos- 
somos especfficos. O gene humano medio tem cerca de 
27.000 pb de tamanho e contem 9 exons. Exons consti¬ 
tuent apenas 1,1% do genoma, enquanto nitrons consti¬ 
tuent 24%, sendo 75% do genoma constitufdo de DNA 
intergenico. Do DNA intergenico, pelo menos 44% e 


derivado de elementos geneticos de transposigao (veja de- 
talhes no Cap. 18). 

Os dois primeiros rascunhos da seqiiencia do genoma 
humano eram incompletos, contendo mais de 100.000 es- 
pagos. Portanto, o International Human Genome Sequen¬ 
cing Consortium continua a trabalhar para preencher esses 
espagos e completar a seqiiencia. Em outubro de 2004, eles 
reduziram o numero de espagos para 341 e tinham comple- 
tado a seqiiencia de 99% do DNA eucromatico no genoma 
humano. Surpreendentemente, o numero estimado de ge¬ 
nes no genoma tinha diminuido novamente - para ape¬ 
nas 22.287 genes codificadores de proteinas - na seqiien- 
cia mais completa. Existem, logicamente, outros genes que 
especificam produtos de RNA - rRNA, tRNA, snRNA e 
miRNA o que aumentara significativamente o numero 
total de genes. 

A quantidade de informagoes dadas pela seqiiencia 
quase completa do genoma humano esta comegando a 
ser explorada. Considerando que apenas cerca de 1,1% 
do genoma codifica seqiiencias de aminoacidos em poli- 
peptfdeos, a grande duvida consiste em saber quais sao as 
fungoes do resto dos componentes do genoma humano. 
Francis Collins e outros lideres do Sequencing Consortium 
ja estao enfocando esta questao. Eles organizaram um novo 
consorcio, ENCODE (ENCyclopedia Of DNA Elements), 
cuja meta e identificar todos os elementos funcionais nao 
genicos no genoma humano. Esses elementos irao incluir 
seqiiencias reguladoras tais como promotores, acentuado- 
res, silenciadores, sitios de metilagao e acetilagao e outros 
fatores envolvidos no controle da estrutura da cromatina 
e da expressao genica (Fig. 16.16). A identificagao e a ca- 
racterizagao funcional desses elementos podem mostrar-se 
como um desafio maior do que o seqiienciamento do ge¬ 
noma humano. 

Outro consorcio internacional, o Efeman Proteome Or¬ 
ganization (HUPO), foi formado com a meta de determinar 
as estruturas e fungoes de todas as proteinas codificadas pelo 
genoma humano. A despeito do volume de dados fornecidos 
pela seqiiencia do genoma humano, a dissecgao funcional 
do genoma esta apenas comegando. Ainda temos um longo 
caminho a percorrer antes de compreender de fato a estru¬ 
tura e a fungao dos 3xl0 9 pares de nucleotideos no genoma 
humano. 

A disponibilidade da seqiiencia do genoma humano le- 
vantara inumeras duvidas quanto ao uso apropriado deste 
novo conhecimento. iVluitas destas questoes enfocam o di- 
reito individual a privacidade. Por exemplo, se uma mutagao 
que causa um disturbio tardio tal como a doenga de Hun¬ 
tington (Cap. 17) e descoberta em uma famflia, quern deve 
ter acesso a tal informagao? Se tais informagoes estivessem 
disponiveis para o publico, poderia ocorrer uma discrimi- 
nagao generalizada. Empregadores poderiam nao contratar 
membros da famflia e escolas de medicina poderiam nao ad- 
mitir jovens talentosos em seus cursos de medicina (veja Um 
Marco na Genetica: Mapeamento do Gene para a Doenga de 
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Fig. 16.13 W. Mapa baseado em sequencia de um segmento de 
DNA de 4 mb na ponta do cromossomo humano 1. montado por 
pesquisadores da Celera Genomics, (a) A linha de cima fomece as 
distancias em mb. Os tres paineis seguintes mostram transcritos 
previstos de um filamento de DNA (o “filamento para a frente”), 
enquanto os tres paineis inferiores mostram os transcritos 
especificados pelo outro filamento de DNA (o “filamento 
reverso”). Os tres paineis do meio fornecem o conteudo de G: 

C, as posi<;6es das ilhas de CpG, que ocorrem antecedentes aos 
genes, e a densidade de polimorfismos de um nucleotideo (SNP), 
respectivamente. [b) O codigo de cores para as fun^oes dos 
produtos genicos e (c) o codigo de cores para o conteudo de G:C e 
densidade de SNP. 
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Fig. 16.14 ■ Classifica<;ao 
funcional de 26.383 genes previstos 
pelo primeiro rascunho da Celera 
Genomics da sequencia do genoma 
humano. Cada setor fomece 
o numero e a porcentagem de 
produtos genicos em cada classe 
funcional entre parenteses. 

Note que algumas classes estao 
superpostas: um protoncogene, 
por exemplo, pode codificar uma 
molecula sinalizadora. 


Funcao molecular desconhecida (12.809, 41,7%) 


Molecula reguladora selecionada (988, 3 , 2 %) 


Transferase (610, 2,0%) 

Sintase e sintetase (313,1,0%) 

Oxidorredutase (656, 2 , 1 %) 

Liase (117, 0,4%) 

Ligase (56, 

Isomerase (163, 0 , 

Hidrolase (1227, 4,0%) 








































490 ■ GENOMICA 


So vertebrados 
22 % 


So 

procariontes 

< 1% Eucariontes 
procariontes 
21 % 


Vertebrados 
e outros animais 
24% 



Animais e outros 
eucariontes 
32% 


Sem homologia 
animal 
1 % 


Fig. 16.15 ■ Grafico mostrando a homologia entre proteinas 
humanas previstas e proteinas de outras especies para as quais foram 
detectados homologos por pesquisas de computagao dos bancos de 
dados publicos. 


Huntington, no Cap. 7). Seguradoras fariam seguros de 
saude para quem fosse portador de um gene mutante que 
aumenta o risco de cancer ou evolui para um disturbio tar- 
dio como a doenga de Huntington? Caso sim, o seguro seria 
pago, ou teria um prego alem do alcance dc todos e nao so- 
mente dos ricos? Considerando o recente aumento na quan- 
tidade de informagoes geneticas dispomveis, parece provavel 
que leis protetoras da privacidade desta informagao serao 
necessarias no futuro. 

mm PONTOS IMPORTANTES 

■ Pesquisadores que colaboraram no Projeto do Genoma Hu- 
mano construiram mapas detalhados de todos os 24 cromos- 
somos humanos. 

■ Outros participates do Projeto do Genoma Humano deter- 
minaram as sequences de nucleotideos completas, ou quase 
completas, dos genomas de varios organismos modelos im- 
portantes. 

■ Uma sequencia quase completa do DNA eucromatico no ge¬ 
noma humano foi publicada em outubro de 2004. 
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Fig. 16.16 ■ A meta do ENCODE (ENCyclopedia Of DNA Elements) Project Consortium e identificar os elementos funcionais nao geneticos 
no genoma humano. Os elementos incluirao sequencias reguladoras tais como promotores, acentuadores, silenciadores, sitios de ligagao de 
repressores, sitios de ligagao de fatores de transcrigao e sitios de modificagoes quimicas tais como acetilagao e metilagao. Tambem incluirao 
sequencias que alteram a estrutura da cromatina por interagao com proteinas de ligagao ao DNA e as histonas que compactam DNA em 
nucleossomos. Alguns destes elementos irao alterar a estrutura da cromatina produzindo sitios hipersensiveis a DNase (caracteristicos 
da cromatina que e transcricionalmente ativa; veja Cap. 21). Ferrramentas a serem usadas nestes estudos incluirao os genes reporteres e 
hibridizagoes de microarranjos (discutidos em segoes subsequentes deste capitulo) e a PCR de transcrigao reversa (RT-PCR), reagoes em 
cadeia da polimerase usando RNA como moldes para identificar regioes transcritas do genoma. 
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ANALISES DE RNA E PROTEINAS DO 

FUNCIONAMENTO DO GENOMA 

A disponibilidade das sequencias de nucleoti'deos de 
genomas inteiros proporcionou o desenvolvimento 
de microarranjos, chips genicos e tecnologias de 
gene reporter que permitem a pesquisadores estudar 
a expressao de todos os genes de um organismo 
simultaneamente. 

() conhecimento da sequencia completa do genoma 
humano ajudara a identificar genes responsaveis por doencas 
humanas e devera resultar em terapias genicas bem-sucedi- 
das para algumas destas doengas. Entretanto, isto nao nos 
diz o que tais genes fazem ou como eles controlam processos 
biologicos. De fato, por si so a sequencia de nucleoti'deos 
de um gene, um cromossomo, ou todo um genoma nao e 
mrormativa. Apenas quando suplementada com infonnagoes 
sobre suas fimgoes e que as sequencias se tornam verdadei- 
ramente sigmficativas. Assim, a informacao sobre as Dingoes 
de sequencias de nucleoti'deos ainda deve ser obtida por es- 
tudos geneticos tradicionais e por analises moleculares. Se 
geneticistas desejarem compreender o controle genetico do 
crescimento e do desenvolvimento de um humano adulto 
a partir de um zigoto (Cap. 22), eles precisarao conhecer 
muito inais do que a sequencia do genoma humano. Mas a 
disponibilidade do mapa final do genoma humano, sua se¬ 
quencia de nucleoti'deos, certamente ira acelerar o progresso 
para a compreensao dos programas de expressao genica que 
controlam a morfogenese. O desenvolvimento de novas tec¬ 
nologias tais como hibridizagoes de “gene chip ” e destinado 
a tirar proveito da disponibilidade de sequencias de geno- 
mas completos (veja a subsessao Arranjos de Hibridizacoes e 
Chips de Genes, adiante.) 


transcrito genico. Por exemplo, o gene humano que codifica 
albumma senca esta representado por mais de 1.300 seqiien- 
cias ES I em bancos de dados publicos. 

Os transcritos de genes diferentes em geral podem ser 
reconheddos por diferentes regioes 3’ nao traduzidas - se¬ 
quencias diferentes de nucleoti'deos na regiao entre o co¬ 
don de termino de tradugao 3’ e a ponta 3’ do transcrito. 
Quando foram feitas comparagoes de sequencias entre as 
regioes de cDXA correspondentes as regioes 3’ nao tradu- 
Z1 as os transcritos, os cDNA foram reunidos em 49 625 
grupos (com 97% de identidade dentro dos grupos). Mi¬ 
tes da publicagao dos dois rascunhos do genoma humano 
o numero de grupos foi considerado uma boa estimativa do 
numero de genes distintos. Dos grupos de sequencias, 4.563 
correspondent a genes humanos conhecidos. Um problema 
com a estimativa do numero de genes de sequencias EST e 
que as EST podem ser derivadas de regioes nao superpostas 
de um transcrito genico. Em qualquer caso, agora parece 

C ar ° ° ™ mero de genes humanos estimado com base 
em ES r era alto demais. 

Arranjos de Hibridizacoes e Chips de Genes 

Considerando a sequencia de um genoma imeiro, geneti¬ 
cistas podem comegar imediatamente a esmdar a expressao 
de cada gene no organismo. Podem ser smtetizadaTsondas 
ohgonucleotidicas de h.bndizacao qne sio complementares 
a segmentos dos transcritos de cada ORF ou PCR pode ser 
empregada para fazer milhoes de copiasde cada gene em um 
genoma. Assim, cientistas podem monitorar mudancas na 
expressao total do genoma ao longo do tempo por meio de 
desenvolvimento ou em resposta a mudancas no ambiente. 
Tal conhecimento deve mostrar-se valioso na compreensao 
de doengas humanas tais como cancer e. talvez. ate mesmo 
do processo de envelhecimento. 


Sequencias Expressas 

Em grandes genomas eucarioticos, apenas pequena propc 
9 ao do DNA codifica protefnas. Na levedura 5. cerevisu 
quase /0% do genoma codifica protefnas, e existe um ge 
acada 2 kb de sequencia. Em humanos, apenas cerca , 
/o do genoma codifica sequencias de aminoacidos, e ha u 
gene para cada 130 kb de sequencia. Assim, para enfocar 
conteudo proteico dos genomas, muitos cientistas analis 
i am os clones de cDNA (DNA complementares a molecul 
de RNA; Cap. 15) ou EST em vez de clones genomicc 
l ))6 ’ os bancos de dados publicos continham mais c 
600.000 sequencias de cDNA, cerca de 450.000 das qua 
eram cDNAs humanos. O numero de sequencias de cDN 
humanos quase duplicou para cerca de 800.000 no final c 
1997. Entretanto, muitas dessas sequencias de cDNA sa 
derivadas dos mesmos transcritos genicos. Varios cDN4 
podem ser obtidos de diferentes segmentos de um unic 
transcrito genico ou de recomposigao alternativa de ur 


No Cap. la discutimos o uso da transferencia northern 
- RNA separados por eletroforese em gel e transferidos para 
membranas para hibndizagao com sondas radioativas - com 
o objetivo de esmdar a expressao genica. Para investigar a 
expressao de genomas inteiros ou grandes grupos de genes, 
cientistas basicamente revertem o procedimento da transfe¬ 
rencia northern e fazem hibridizagoes dot blot. Nas hibri- 
dizagoes dot blot, as sequencias de nucleoti'deos especfficas de 
genes ou sondas sao aplicadas e ligadas a membranas em pa- 
droes especfficos, ou arranjos (Fig. 16.17), e tais arranjos de 
sondas (chamados dot blots) sao hibridizados com preparagoes 
de RNA ou DNA radioativos ou fluorescentes (Fig 16 18 «e 
b). As quantidades de RNA ou cDNA hibridizadas com cada 
sonda em um dot blot, ou arranjo de hibridizagao, podem 
ser medidas varrendo-se o blot com um sistema de imagens 
que mede a quantidade de radioatividade, ou fluorescencia 
e anahsando-se os resultados com programas de computagao 
que comparam os sinais com aqueles produzidos por sondas 
controles conhecidas e RNA ou cDNA. A Fig. 16.18c e d 
mostra os resultados de varredura e analise computadorizada 
dos auto-radiogramas mostrados na Fig. 16.18# e b. 
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Sondas de hibridizacao gene-especificas 
1234 56789 10 
OOOOOOOOOO 
11000000000020 
21000000000030 
31000000000040 
41000000000050 
51000000000060 
61000000000070 
71 OOOOOOOOOO 80 
810000000000 90 
910000000000100 


Membrana de nailon contendo 
um arranjo de 100 sondas 

Fig. 16.17 ■ Dot blot ou analise de hibridizacao de arranjos da 
expressao genica. Sondas de hibridizacao especfficas de genes sao 
aplicadas a uma membrana com a ajuda de uma filtracao a vacuo. 

A membrana e entao colocada em uma solucao de hibridizacao 
contendo RNA e cDNA marcados com um isotopo radioativo ou 
um corante fluorescente. Apos hibridizacao, o RNA marcado ligado 
a cada sonda e ou visualizado por auto-radiografia (veja Fig. 16.18) 
ou quantificado por densitometria ou escaneadores que medem a 
quantidade de radioatividade ou fluorescencia. 


Os arranjos de hibridizacao mostrados na Fig. 16.18 con- 
tem 588 sondas EST humanas. Entretanto, novas tecnologias 
agora permitem que cientistas produzam microarranjos que 
content milhares de sondas de hibridizacao em uma unica 
membrana ou outro suporte solido. Os chips genicos mos¬ 
trados na Fig. 16.19 podem conter mais de 10.000 sondas de 
oligonucleotideos em uma placa de silicone de apenas alguns 
centimetros quadrados. Microarranjos de oligonucleotideos 
ou sondas de cDNA sao produzidos de varios modos: (1) mi- 
crossmtese de oligonucleotideos in situ (no chip), (2) sondas 
de oligonucleotideos pre-fabricadas em suportes solidos e 
(3) pontos de fragmentos de DNA ou cDNA nos supor¬ 
tes. As sondas nos microarranjos sao entao hibridizadas com 
amostras de cDNA ou RNA marcadas (geralmente com uma 
marcacao fluorescente). A quantidade de RNA ou cDNA 
hibridizado a cada sonda em um microarranjo e quantificada 
mediante o emprego de scanners sofisticados com resolugao 
micrometries e um programa de computacao apropriado. 

Os projetos de seqiienciamento de genoma e as tecnolo¬ 
gias de hibridizacao de microarranjos envolvem a nova dis- 
ciplina da genomica funcional, que enfoca a expressao de 


Auto-radiogramas 



(a) Celulas cancerosas nao tratadas (b) Celulas cancerosas tratadas com agente 

quimioterapico 



(c) Analise computadorizada de auto-radiograma 
em (a) 



(d) Analise computadorizada de auto-radiograma 
em (b) 



Fig. 16.18 ■ O uso de 
hibridizacoes dot blot, ou 
arranjo, para investigar 
mudancas nos niveis 
de expressao genica. 

Os auto-radiogramas 
(em cima) mostram 
os resultados de 
hibridizacoes de arranjos 
de 588 EST humanas 
com cDNA marcados 
com 32 P preparados de 
RNA poli(A) isolados 
de celulas de cancer 
humano em cultura, seja 
[a) nao tratadas ou (b) 
tratadas com um agente 
quimioterapico. As fotos 
mostradas em (c) e (d) 
foram produzidas usando- 
se um scanner para medir 
as intensidades dos sinais 
de hibridizacao nos 
auto-radiogramas em (o) 
e (b), respectivamente, 
e convertendo-os em 
imagens visuais com 
programas apropriados de 
computacao. Mudancas 
nos niveis de expressao 
genica induzidas pelo 
agente quimioterapico 
podem ser detectadas 
comparando-se os dois 
arranjos. 


Expressao 
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GeneChip® (sonda) 





Imagem de arranjo de sonda hibridizada 


Fig. 1619 ■ Foto de um chip genico (em cima, a esquerda) e uma ilustragao do uso do chip genico para ana.isar a expressao de zodos os 
genes de um organismo simultaneamente. Estes chips genicos contem milhares de sondas de hibrid;zacao de oligonucleotideos. Chips 
genicos permitem que pesquisadores detectem os transcritos de milhares de genes em um experimento. 


genomas inteiros. Entretanto, alguns geneticistas dizem que 
isto tem sido a meta da ciencia da genetica desde sua con- 
cepgao. A medida que o conhecimento no campo avangou, 
geneticistas tem sido capazes de estudar a expressao de cada 
vez mais genes. Agora, pela primeira vez, eles podem estudar 
a expressao de todos os genes de um organismo simultanea¬ 
mente. Microarranjos de sondas que permitem a geneticistas 
analisar a expressao de quase 6.000 genes de leveduras estao 
disponiveis, e chips de DNA que permitem a cientistas estu¬ 
dar a expressao de aproximadamente 14.000 genes de Dro¬ 
sophila melanogaster , os cerca de 26.000 genes de Arabidopsis 
thaliana e os aproximadamente 23.000 humanos estao agora 
a disposigao da comunidade de pesquisadores. A capacidade 
de analisar a expressao de genomas inteiros acentuara a atual 
explosao de novas informagoes na biologia e acabara por 
proporcionar compreensao do processo normal de desen- 
volvimento humano e das causas de pelo menos algumas 
doengas humanas. 

Uso de Proteina Fluorescente Verde como 
Reporter de Smtese de Protemas 

Arranjos de hibridizagoes e chips genicos podem ser usa- 
dos para determinar se genes sao transcritos, mas nao dao 
informagoes sobre a tradugao dos transcritos genicos. As- 
sim, biologos em geral usam anticorpos para detectar os 
produtos proteicos de genes de interesse. Transferences 


western sao usadas para detectar protemas separadas por 
eletroforese (Cap. 15), e anticorpos acoplados a compos- 
tos fluorescentes sao usados para detectar a localizagao 
de protemas in vivo . Entretanto, ambos os enfoques so 
fornecem analise de uma proteina em uma celula, tecido 
ou organismo. 

A descoberta de uma proteina fluorescente de ocorren- 
cia natural, a proteina fluorescente verde (GFP) da agua- 
viva Aequorea victoria , forneceu uma ferramenta importante 
que pode ser usada para estudar a expressao genica do nfvel 
de proteina. A GFP agora esta sendo usada para monito- 
rar a smtese e a localizagao de protemas especfficas em uma 
grande variedade de celulas vivas. Estes estudos envolvem a 
construgao de genes de fusao que contem as seqiiencias de 
nucleotfdeos codificantes de GFP, acoplada a seqiiencia de 
nucleotfdeos codificante da proteina de interesse; a intro- 
ducao do gene quimerico em celulas por transformagao; e 
o estudo da fluorescencia da proteina de fusao em celulas 
transgenicas expostas a luz azul ou UV (Fig. 16.20). Como 
GFP e uma proteina pequena, ela pode ser acoplada a prote¬ 
mas sem interferir em sua atividade ou interagao com outros 
componentes celulares. 

Como o nome indica, GFP fluoresce em verde-claro 
quando exposta a luz azul ou ultravioleta. O cromoforo da 
GFP e produzido por ciclizagao pos-traducional e oxidagao 
de um tripeptideo codificado serina/tirosina/glicina. Este 
cromoforo e amplamente protegido de efeitos de ions e 
solventes por enclausuramento tipo barril da proteina final. 
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Sequencia 

Sequencia codificante codificante Sinais de termino de 

Promotor do gene de interesse_ de GFP transcricao e poliadenilacao 


h— in — 

‘ - T - 

ATG 

ou 

TAA 

Sequencia 

codificante 

Promotor de GFP 

Sequencia codificante do 
gene de interesse 

Sinais de termino de 
transcricao e poliadenilacao 

i ■ ■ -- 1 -1 


ATG TAA 


(a) Estrutura dos genes de fusao GFP 


(b) Actina marcada com GFP 



(c) Tubulina marcada com GFP 


(d) MAP2 marcado com GFP (vermelho) 
mais tau marcada com GFP (verde) 


Fig. 16.20 ■ Uso da proteina fluorescente verde (GFP) da agua-viva para estudar a localizagao de protemas em celulas vivas, (a) Estrutura de 
genes de fusao GFP. A sequencia codificante de GFP pode ser colocada em uma das pontas de um gene de interesse ou em posigoes internas. 
(b-d) Localizagao por imunofluorescencia de protemas marcadas com GFP: (b) actina de musculo liso em uma celula fibroblasto, 

(c) a proteina tubulina da estrutura de microtubulos em celulas de ovario de hamster chines; e (d) marcagao dupla de duas protemas de 
ligagao de microtubulos, MAP2 marcada com GFP emissora de luz azul e tau marcada com GFP emissora de luz verde, em um neuronio de 
rato. Com os filtros de luz usados para microscopia, MAP2 e tau apresentam-se em vermelho e verde, respectivamente. 




Ao contrario de outras protemas bioluminescentes, a GFP 
nao requer a adigao de substratos, cofatores ou nenhuma 
outra substancia para fluorescer quando exposta a luz azul 
ou UV. Assim, a GFP pode ser usada para estudar a expres¬ 
sao genica em celulas vivas e para estudar a localizagao de 
protemas e o movimento em celulas com o tempo. Mu- 
tando o gene da GFP, biologos moleculares produziram 
formas variantes de GFP que emitem luz azul ou amarela, 
variantes que fluorescent ate 35 vezes mais intensamente 
que a GFP tipo selvagem, e variantes cuja fluorescencia 
depende do pH do microambiente. Essas variantes da GFP 
podem ser usadas para estudo da sfntese e da localizagao 
intracelular de duas ou mais protemas simultaneamente 
(Fig. 16.20 d). 

Alguns geneticistas estao usando fusoes GFP para estu¬ 
dar mudangas na expressao de todos os genes que codificam 
protemas envolvidas em determinada via metabolica em res- 


posta a tratamento de celulas ou tecidos com uma droga 
especifica ou agente potencialmente terapeutico. Eles cons- 
truiram um conjunto inteiro de genes quimericos contendo 
a regiao codificante GFP fusionada a regioes codificantes 
de outros genes, introduziram tais genes em celulas hospe- 
deiras e monitoraram sua expressao quantificando a fluo¬ 
rescencia de protemas de fusao separadas por eletroforese 
ou outras tecnicas. Estao sendo desenvolvidas tecnologias 
que permitirao a cientistas observar mudangas nos mveis de 
grandes arranjos de protemas de fusao GFP por eletrofo¬ 
rese de capilaridade (eletroforese feita em pequenos tubos 
capilares), monitorados por microfotodetectores sensiveis e 
programas de computagao sofisticados. Em um futuro nao 
muito distante, a genomica funcional pode envolver o uso 
de chips de DNA para detectar transcritos genicos e “chips 
de proteina” para detectar os polipeptfdeos codificados por 
estes transcritos. 
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■■ PONTOSIMPORTANTES 

■ Uma vez determinada a sequencia completa de nucleotideos 
de um genoma, cientistas podem estudar os padroes temporal 
e espacial de expressao de todos os genes do organismo. 

■ Microarranjos de sondas de hibridizagao especfficas de genes 
em chips genicos permitem a pesquisadores estudar a transcri- 
gao de milhares de genes simultaneamente. 

■ Os genes quimericos que contem a regiao codificante da prote- 
fna fluorescente verde da agua-viva fusionados com as regioes 
codificantes dos genes de organismos experimentais podem 
ser usados para estudar a localizagao de proteinas em celulas 
vivas. 


GENOMICA COMPARATIVA 

Comparagoes das sequencias de nucleotideos dos 
genomas de organismos resultaram em melhor 
compreensao das relagoes taxonomicas e das mudangas 
responsaveis pela evolugao de especies a partir de 
ancestrais comuns. 

Agora que sabemos as sequencias completas de nucle¬ 
otideos dos genomas de mais de 1.000 virus, mais de 200 
archaea e eubacterias e 28 eucariontes - mais de 44 bilhoes 
de pares de nucleotideos de DNA no total como podemos 
usar esta informagao? Por si so, a sequencia de uma molecula 
de DNA e totalmente nao informativa. Em genetica, usamos 
a dissecgao mutacional para determinar as funcoes de varias 
nnidades de DNA. Mas como podemos extrair informagoes 
das grandes quantidades de informagoes de sequencias nos 
bancos de dados? Nesta segao, discutiremos resumidamente 
algumas das ferramentas que sao usadas para “garimpar” in¬ 
formagoes de sequencias de DNA, as atualmente disponfveis 
e um grande numero de novas sequencias que se acumulam 
diariamente. 

Temos promessas de que a seqiiencia do genoma humano 
resultara em novos enfoques na pratica da medicina e que 
tratamentos serao ajustados ao genotipo de cada pessoa. Mu- 
lheres com uma mutagao no gene BRCA1 (cancer de mama 
1) ou no gene BRCA2 , por exemplo, provavelmente serao 
monitoradas por seus medicos quanto a cancer de mama de 
modo mais vigilante que outras mulheres (veja Cap. 24). En- 
tretanto, na maioria, o tratamento medico baseado no geno¬ 
tipo da pessoa, a excegao de disturbios hereditarios classicos, 
ainda e muito futurista. Assim, quais foram as contribuigoes 
imediatas da era da genomica? A resposta a esta pergunta 
parece clara - um conhecimento aumentado das relagoes 
evolutivas entre especies e outros grupos taxonomicos. 
Comparando as sequencias de nucleotideos dos genomas de 
organismos, uma subdisciplina chamada genomica compa- 
rativa, cientistas documentaram muitas das mudangas res¬ 
ponsaveis pela divergencia de especies de ancestrais comuns. 
A genomica comparativa e uma poderosa ferramenta nova 
para estudos de evolugao. “Arvores” evolutivas - filogenias 


que mostram as relagoes entre especies e outros grupos ta¬ 
xonomicos - podem ser construidas a partir de sequencias de 
DNA (veja Filogenias Moleculares, no Cap. 27). Examinare- 
mos resumidamente algumas das mudangas que ocorreram 
nos genomas dos cereais e em alguns mamfferos nas duas 
ultimas segoes deste capitulo. O Cap. 27 apresenta uma dis- 
cussao mais detalhada dos processos evolutivos. 

Bioinformatica 

O conhecimento das sequencias de nucleotideos de genomas 
inteiros proporcionou muitas informagoes e um novo desa- 
fio. Como podemos extrair informagoes destas sequencias? 
Este desafio faz parte de uma nova disciplina cientifica cha¬ 
mada bioinformatica (biologia + informatica). Sabemos 
que biologia e o estudo da vida. Informatica e a ciencia de 
reunir, manipular, estocar, recuperar e classificar informagoes 
registradas. Bioinformatica envolve fazer todas estas coisas 
com a informagao biologica, mais notadamente sequen¬ 
cias de DNA e proteinas. Uma discussao compreensiva de 
bioinformatica esta alem do escopo deste texto. Entretanto, 
vamos examinar resumidamente algumas das ferramentas 
usadas para estudar sequencias de nucleotideos do DNA e 
de aminoacidos em proteinas. 

Suponha que voce seqiienciou um fragmento de res- 
trigao de DNA isolado de seu organismo favorito. Como 
voce comegaria a analisar a fungao desta molecula de DNA? 
Primeiro, voce pode indagar se alguem ja seqiienciou esse 
DNA ou moleculas similares de DNA. Para responder a esta 
pergunta, voce precisa de um programa de computagao que 
possa pesquisar grandes bancos de DNA quanto a sequencias 
similares. Programas de computagao destinados a pesquisar 
sequencias de bancos de dados foram primeiramente desen- 
volvidos nos anos 1980, e hoje existem programas destinados 
a quase tudo que voce possa imaginar. Alguns dos programas 
mais populares foram desenvolvidos pelo Genetics Compu¬ 
ter Group (GCG) na University of Wisconsin. Usaremos 
um par de seus programas para ilustrar de que modo se¬ 
quencias de nucleotideos podem ser estudadas. 

No inicio deste capitulo (veja Enfoque Tecnico: Gen- 
Bank), discutimos o uso do web site Entrez (http://wwAv.ncbi. 
nlm.nih.gov/entrez) para pesquisar sequencias de DNA si¬ 
milares a uma determinada sequencia usando o programa 
megaBLAST. O outro programa que e usado para pesquisar 
rapidamente imensos bancos de dados e chamado de PASTA. 
Na pesquisa que fizemos no exercicio Enfoque Tecnico: 
GenBank, descobrimos que nossa sequencia codificava parte 
da p9-tubulina d t Arabidopsis e que ela era muito relacionada 
ao gene da p8-tubulina desta planta. A ferramenta BLAST 
mostrou-nos o quanto a sequencia pesquisada era similar a 
cada um dos dois genes no GenBank (veja Enfoque Tecnico, 
Fig. 2c). 

Agora, vamos supor que nossa nova sequencia nao esta 
representada no GenBank e vamos perguntar como pode¬ 
mos comegar a analisa-la. A etapa mais elementar em ten- 
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Sequencia de DNA 

Par de nucleotideos 1 5 --- - - 8 - .! * *M a _ T??? 1 ! U? 4 g g 4 g * 4 § ^ a il| a lia g g g a t g g c 3' 

3 ccgcaca t aaj 11 aaccca t tgagaa_g_t aacgcaccacaaca t ctatctactccctaccg5‘ 6 ° 

Produtos da traducao 


Matriz de leitura 1 
2 

3 

4 

5 

6 


G A V C Y I % f T * N L , F o 1 A w c C R * M R 0 G 

H L C R V G V V V , T R D * E G G " w % 

y h t / l f n q p t V e r e * »v777777777 

P T Y * 1 p Y S K M A H H Q L Y I L S P 


bases de DNA de C. 'reinhardtii em todfs^Ts^'m^nzes^TleY ^ n*? ' dent ' flCar ORF traduzind ° ™ segmento de 60 pares de 
matrizes de leitura exceto a numero 5 Assim e a uni t ■ 'P7'- ° 6 3 presen 9 a de codons de termino de traduqao em todas as 

sempre 5’ —> 3’; logo, os ^^naiTam^no^s^o^^squer^para^os pradu^^^trad^cao 3 !^ e^d” 3 > ^ ma '° r Lei ^ 1 ' 3re 9l ue a traduqao e 
termino de traduqao sao designados por asteriscos Fles rL,„„ ^ , . tradu 9 ao 1 3 e a dlreita Para os produtos 4-6. Os sitios de 

azul, dependendo da matriz de leitura. P n em a rincas de termino mostradas sublinhadas em vermelho, verde ou 


tar identificar genes dentro de seqiiencias de nucleotideos 
e procurar matrizes abertas de leitura (ORF) - seqiiencias 
que podem ser traduzidas em seqiiencias de aminoacidos 
sem encontrar nenhum dos codons de termino de traducao 
na matriz de leitura. “Map” e urn programa do GCG que 
pode ser usado para traduzir DNA bifilamentar em todas as 
seis matrizes de leitura (tres em cada filamento de DNA) 
Usemos o programa Map para procurar ORF em urn curto 
segmento de DNA da alga verde Chlamydomonas reinhardti 
(Pig. 16.21). A abreviagao padrao de aminoacidos com tres 
etras (veja Quadro 12.1) nao e muito boa quando se lida 
com grandes bancos de dados de protema; portanto, o co- 
digo de uma letra (veja Fig. 12.1) e preferido em analises de 
bioinformatica. 

Quando o curto segmento de DNA de Chlamydomonas 
e traduzido em todas as tres matrizes de leitura, apenas a 
matnz de leitura 5 nao tem codons de termino (Fig. 16.21). 
Assim, qualquer ORF que inclua este segmento "de DNA 
teua que estai na matriz de leitura 5. Logicamente, se es- 
tamos procurando genes, estaremos procurando ORF que 
sao muito maiores do que a curta sequencia de DNA da Fig. 

, P programa desenvolvido para pesquisar seqiiencias 
e nucleotideos de genes tambem pode triar promotores, 
sidos e ligagao a ribossomos e outras seqiiencias conser- 
vadas. A presenga de mtrons em genes eucarioticos torna 
as pesquisas de genes mais dificeis do que em procariontes. 

esquisas de genes eucarioticos envolvem encontrar sitios 
de cone de mtrons alem de ORF e outras seqiiencias regu¬ 
lator^. Hoje em dia, os programas de pesquisa de genes sao 
ajustados a especies individuals por caractensticas de seus 
genomas - por exemplo, composigao de bases, uso de codons 
e preferences por determinadas seqiiencias em elementos 
regulatonos. O unico modo de estar absolutamente certo de 
que urn gene previsto e real e que seus mtrons foram iden- 
tincados corretamente e isolar e seqiienciar todo urn clone 


de cDNA e comparar sua seqiiencia com a sequencia de um 
clone genomico. Atualmente existem duzias de programas 
de previsao de genes. Eles tem nomes tais como GR^AtL 
(Gene Recognition and Analysis internet Link), GeneMark 
(um dos primeiros usados para pesquisar genes em E. colt), 
GeneScan, GeneFinder etc. 

Uma caractenstica comum de genomas de eucariontes 
e a presenga de famflias de genes - conjuntos de genes que 
codificam protefnas muito similares (geralmente chamadas 
de isoformas). Essas proteinas geralmente tem fun^oes re- 
dundantes ou superpostas. Para comparar todos os genes 
em uma fannlia de genes, especialistas em bioinformatica 
desenvolveram programas que irao alinhar varias seqiiencias 
de nucleotideos ou aminoacidos, permitindo uma compa- 
ra^ao visual direta de todos os membros de uma famflia de 
genes ou protefnas. Multiplos alinhamentos em geral sao 
especialmente uteis na identificagao de seqiiencias conser- 
\ adas de DNA que sao elementos regulatorios importantes, 
tais como sitios de ligagao de protefnas. Eles tambem sao 
uteis na identificagao de domfnios funcionais importantes, 
e portanto conservados, dentro de protefnas. A Fig. 16.22 
mostra o alinhamento de regioes aminoterminais das oito 
p-tubulinas de Arabidopsis thaliana . Note que dentro dos 60 
a 61 aminoacidos mostrados existem cinco regioes de quatro 
ou mais aminoacidos que sao conservados em todas as oito 
protefnas. 

Genes com seqiiencias de nucleotideos muito similares, 
tais como os nove genes codificantes das p-tubulinas mostra¬ 
dos na Fig. 16.22, geralmente, mas nem sempre, devem sua 
similaridade a sua evolugao a partir de um gene ancestral co- 
mum. Tais genes sao ditos homologos. Note que “similar” 
e homologo nao sao sinonimos. Os nove genes da p-tu- 
bulina de Arabidopsis sao homologos. Dois destes genes fo- 
ram produzidos por um evento recente (na escala de tempo 
etolutivo) de duplicagao genica. Eles diferem em apenas 30 
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pares de bases (correspondendo a bases redundantes em co- 
don.s) e codificam o mesmo polipepti'deo. Tais genes tam- 
bem sao denominados paralogos - genes homologos dentro 
de uma especie. Genes homologos presentes em especies 
diferentes sao chamados de ortologos. Os genes de tubulina 
de Arabidopsis e Chlamydomonas sao ortologos. 


Genomas Procarioticos 

Em 1995, Haemophilus influenzae tornou-se o primeiro or- 
ganismo celular a ter seu genoma seqiienciado em sua tota- 
bdade. Em janeiro de 2005, as seqiiencias completas dos ge¬ 
nomas de 20 archaea e 190 bacterias estavam dispom'veis em 
bancos de dados publicos, e este numero sera muito maior 
quando este Hvto estiver sendo impresso. Os genomas va¬ 
riant de tamanho: 490.885 pb para Nanoarchaeum equitans 
um simbionte obrigatorio; 580.070 pb para Mycoplasma *e- 
mtalium, que se acredita ter o menor genoma de qualquer 
bacteria nao simbiotica; 4.411.529 pb para Mycobacterium 
tuberculosis, a causa de mais mortes humanas que qualquer 
outra bacteria infecciosa; 4.639.221 pb para Escherichia coli, 
o microrganismo celular mais bem conhecido; 9.105.828 pb 
para Bradyrhizobium japonicum, uma bacteria do solo capaz 
de colonizar nodulos de raizes de plantas. O tamanho e o 
conteudo genico previsto de alguns genomas procarioticos 
sao mostrados no Quadro 16.1. 

Antes de discutir genomas bacterianos em maiores de- 
ta les, precisamos destacar que os tamanhos dos genomas 


sao altamente variaveis mesmo dentro de especies, variando 
de uma linhagem para outra. De fato, estudos em diferen¬ 
tes isolados de E. coli, Prochlorococcus marinus e Streptococcus 
coelicolor documentaram varia ? 6es no tamanho do genoma 
t e ate um milhao de pares de nucleotfdeos entre linhagens 
diferentes da mesma especie. 

^ Os genomas de archaea sao de interesse particular em ra- 
zao da capacidade destes organismos de sobreviver em am- 
bientes extremamente hostis. Seus genomas devem ajudar- 
nos a determinar como eles se adaptaram a tais condi f 6es 
extremas. A especie Sulfolobus, por exemplo, pode crescer 
em temperaturas de ate 85°C em solo muito acido (pH = 
1). Algumas especies de Geobacter podem crescer em tem¬ 
peraturas de ate 121°C, bem acima do ponto de femira da 
agua, o que lhes permite viver em locals hidrotermicos no 
fundo dos oceanos. Outras archaea, as halofilas, adaptaram- 
se a ambientes muito salinos tais como o Great Salt Lake em 
Utah. Determinando como os genomas destes organismos 
mudaram para lhes permitir sobreviver em ambientes tao ex- 
tremos, desenvolveremos melhor compreensao do processo 
de evolufao e da vida em nosso planeta. 

Dos genomas bacterianos seqiienciados ate hoje, a se- 
qiiencia do genoma de E. coli (Fig. 16.23) sem duvida foi o 
que causou o maior entusiasmo entre os geneticistas. E. coli 
e o organismo celular mais estudado e mais bem compre- 
endido de nosso planeta. Geneticistas, bioquhnicos e bio- 
ogos moleculares usaram E. coli como o organismo modelo 
prefendo por decadas. A maior parte do que sabemos sobre 
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QUADRO 16.1 


| Tamanho e Conteudo Genico de Genomas Procarioticos Selecionados 


Tamanho Genomico em 

Numero Previsto 

Especie 

Pares de Nucleotfdeos 

de Genes 

Archaea 



Archaeoglobus fulgidus 

2.178.400 

2.407 

4 letbanosarcina acetivorans 

5.752.492 

4.540 

Nanoarchaeum equitans 

490.885 

563 

Pyrococcus furiosus 

1.908.256 

2.065 

Sulfolobus solfataricus 

2.992.245 

2.977 

Thermoplasma volcanium 

1.584.804 

1.449 

Eubacterias 



Bacillus subtilis 

4.214.630 

4.106 

Bordetella parapertussis 

4.773.551 

4.402 

Brady rhizobiumjaponicum 

9.105.828 

8.317 

Buchnera aphidicola 

615.590 

504 

Chlamydia pneumoniae , linhagem AR39 

1.229.853 

1.110 

Escherichia coli , linhagem K12 

4.639.221 

4.288 

Escherichia coli , linhagem 0157 

5.528.970 

5.349 

Haemophilus influenzae 

1.830.138 

1.709 

Legionella pneumophila , linhagem Paris 

3.503.610 

3.082 

Mycobacterium tuberculosis , linhagem CDC 

4.403.836 

4.187 

Mycobacterium genitalium 

580.074 

480 

Neisseria meningitidis 

2.184.406 

2.121 

Phytoplasma asteris 

860.631 

754 

Pseudomonas syringae 

6.397.126 

5.471 

Rickettsia typhi 

1.111.496 

CO 

CO 

00 

Salmonella typhimurium 

4.857.432 

4.452 

Staphylococcus aureus , linhagem MW2 

2.820.462 

2.632 

Streptomyces coelicolor 

8.667.507 

7.826 

Ureaplamia urealyticum 

751.719 

611 

Yersinia pestis , linhagem KM 

4.600.755 

4.086 


Dados do Center for Biological Sequence Analysis Genome Atlas Database em http://ww.cbs.dtu.dk/services/ 
GenomeAtlas de 14 de janeiro de 2005. 


genetica de bacterias foi aprendida de pesquisas com E. coli. 
Assim, a publicagao da seqiiencia completa do genoma de 
E. coli em 1997 foi urn marco significativo na historia da 
genetica. 

O genoma de E. coli contem 4.288 supostos genes codi- 
ficantes de protefnas. Desses genes previstos, cerca de um 
ter 9° sao genes bem estudados que codificam produtos co- 
nhecidos, enquanto 38% tern funcao desconhecida. A Fig. 
16.24 mostra uma classificagao dos genes de acordo com a 
fungao do produto genico. A distancia media entre genes 
(tamanho das regioes intergenicas) no genoma de E. coli e de 
118 pb. Genes conhecidos e supostos que especificam prote¬ 
ins e RNA estaveis constituem 87,8% e 0,8% do genoma, 
respectivamente, e elementos repetitivos nao codificantes 
correspondem a 0,7% do genoma. Assim, 10,7% do genoma 
deve envolver seqiiencias regulatorias, seqiiencias com ou- 
tras fungoes desconhecidas e talvez algumas seqiiencias de 
nucleotfdeos nao funcionais. 


Outros genomas bacterianos exibem a mesma densidade 
de genes que E. coli , cerca de um gene por kb de DNA. Isto 
contrasta muito com a variagao na densidade de genes obser- 
vada nos genomas de eucariontes, em que genomas maiores 
tern densidades genicas muito baixas. 

Os genomas de M. tuberculosis (tuberculose), Mycobacterium 
leprae (hanseniase), Corynebactenum diphtheriae (difteria), Le¬ 
gionella pneumophila (doenga dos legionarios), Bacillus anthracis 
(antraz), Yersinia pestis (peste bubonica) e outras bacterias in- 
fecciosas tambem sao de grande interesse em virtude da pato- 
genicidade destes organismos e da esperanga de que uma com- 
preensao completa de seu metabolismo ira sugerir meios para 
e\dtar estas doengas geralmente fatais. A necessidade de novos 
meios para combater patogenos bacterianos foi acentuada pela 
recente evolugao de linhagens destas bacterias infecciosas re- 
sistentes a antibioticos (Cap. 8). 

O genoma de M. genitalium e de especial interesse porque 
pode aproximar-se do “conjunto genico minimo” de um or- 
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Chave: • genes de tRNA; • genes de rRNA; 
— origem e termino de replicacao 


Fig. 16.23 ■ Mapa de sequencia de bases de cromossomo de 
Escherichia coli. As setas em azul marcam as metades do cromossomo 
atravessadas pelas forquilhas de replicacao. O circulo concentrico 
externo da as posicoes dos genes codificantes de proteinas similares 
as proteinas do bacteriofago. O segundo circulo concentrico mostra 
a localiza^ao de genes que sao transcritos no sentido horario 
(dourado) de um filamento ou no sentido anti-horario (amarelo) de 
urn filamento complementar. O sol no centro e um histograma no 
qual o tamanho de cada raio e proporcional a aleatoriedade de uso do 
codon dentro de cada sequencia codificante. 


ganismo celular, o menor conjunto de genes que permiriria 
a reprodugao de uma celula. O genoma de M. genitalium 
contem apenas 470 genes previstos, em contraste com os 
1.727 genes previstos de H. influenzae e os 4.288 genes pre¬ 
vistos de E. coli. O ciclo parasitario de vida de M. genitalium 
aparentemente lhe permitiu descartar genes codificantes de 
proteinas com fun^oes dadas por seu hospedeiro - compo- 
nentes estruturais de paredes celulares e enzimas envolvidas 
na biossintese de metabolitos fornecidos pela celula hospe- 
deira. Comparando os 470 genes de M. genitalium com os 
de outras bacterias e usando informagoes sobre as fungoes 
desses genes em outras bacterias, pesquisadores estimaram 
que o numero irunimo de genes necessarios para a reprodu- 
?ao de um organismo celular e algo entre 265 e 350. Logico 
que esta estimativa e altamente especulativa. 


Genomas Eucarioticos 

A levedura do pao, Saccharomyces cerevisiae, foi o primeiro or- 
ganismo eucariotico a ter todo o seu genoma seqiienciado. A 
sequencia completa de 12.068 kb do genoma de S. cerevisiae 
foi montada em 1996 por uma colaboragao international de 
cerca de 600 cientistas trabalhando na Europa, na America 
do Norte e no Japao. O genoma da levedura contem 5.885 
potenciais genes codificantes de proteinas, cerca de 140 ge¬ 
nes especificando RNA ribossomicos, 40 genes para mole- 
culas de pequeno RNA nuclear e mais de 200 genes para 
tRNA. Pesquisadores sistematicamente geraram delegoes 
de essencialmente todos (5.916, ou 96,5%) dos 6.268 genes 
previstos no genoma da levedura. Dos genes testados, 1.105 
(18,7%) foram considerados essenciais para crescimento em 
meio rico em glicose, isto e, as delegoes nestes genes eram 
letais. Algumas deletes nao causam letalidade porque o ge- 
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Fig. 16.24 ■ Classifica<;ao dos 4.288 genes 
conhecidos e supostos de E . coli de acordo com 
a fun<;ao. A classe maior de genes conhecidos 
codifica proteinas envolvidas em transporte. 
Entretanto, note que 38% dos genes codificam 
proteinas de fun<;ao desconhecida. 
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noma da levedura contem muitos genes duplicados. Ambas 
as copias destes genes tern que ser deletadas para haver um 
efeito letal. Muitos outros genes de levedura podem ser de- 
letados sem matar o organismo. Entretanto, nocautes desses 
genes estao geralmente associados a mudangas na morfolo- 
gia ou crescimento comprometido. 

As sequencias dos genomas de outros sistemas modelos 
eucarioticos vieram logo em seguida. A seqiiencia de 99% 
do genoma do verme Caenorhabditis elegans foi pub! i cad a 
em 1998, e as sequencias quase completas dos genomas da 
mosca-das-frutas Drosophila melanogaster e da planta modelo 
Arabidopsis thaliana foram publicadas em 2000. A liberagao 
dos dois primeiros rascunhos da seqiiencia do genoma hu- 
mano em 2001 provavelmente recebeu maior cobertura dos 
noticiarios internacionais do que qualquer outro evento na 
historia da biologia. A publicagao das sequencias dos geno¬ 
mas de varios outros eucariontes logo se seguiu, e estao em 
andamento projetos de sequenciamento de muitas outras es- 
pecies. Como ja foi mencionado, uma seqiiencia quase com- 
pleta do genoma humano foi publicada em 2004. 


O que aprendemos com todas estas sequencias? Em con- 
traste com os genomas de archaea e eubacterias, a densidade 
de genes varia muito entre especies eucarioticas diferentes, 
indo de um gene por 1.900 pb na levedura do pao a um gene 
por 127.900 pb (145.000 pb se for inclufda a heterocroma- 
tina nao sequenciada) em humanos. O tamanho do genoma 
e o conteudo de genes sao mostrados para os genomas de 
alguns eucariontes no Quadro 16.2. Os genomas de euca¬ 
riontes unicelulares sao como o de leveduras, com um gene 
para cada 1.000 a 2.000 pb. A densidade genica diminui para 
um gene por 4.000 a 5.000 pb em Arabidopsis e C. elegans , um 
gene por 9.500 pb em D. melanogaster , um gene por 15.000 
pb no baiacu eea menor em mamiferos com um gene para 
cada 115.000 a 129.000 pb. A diminuicao observada na den¬ 
sidade genica com o aumento da complexidade relacionada 
ao desenvolvimento levanta duvidas sobre as fun goes do 
DNA nao codificante. Como ja foi mencionado (veja Fig. 
16.16), recentemente foi organizado um ENCyclopedia Of 
DNA Elements (ENCODE) Project Consortium interna¬ 
tional para investigar este material. 


QUADRO 16.2 


Tamanho e Conteudo Genico Previsto de Genomas Eucarioticos Selecionados 



Tamanho do Genoma em 

Numero Previsto 

Densidade Genica 

Especie 

Nome Comum 

Pares de Nucleotfdeos 

de Genes* 

(pb/gene)tt 

Protistas 

Encephalitozoon cnniculi 

microsporfdeo 

2.497.519 

1.996 

1.300 

Plasmodium falciparum 

Fungos 

protozoario da malaria 

22.820.308 

5.317 

4.300 

Candida glabrata 

leveduras (infecciosas) 

12.280.356 

5.272 

2.300 

Saccharomyces cerevisiae 

Nematodeos 

levedura do pao 

12.057.909 

6.268 

1.900 

Caenorhabditis elegans 

Insetos 

nematelmintos 

100.291.841 

20.516 

4.900 

Anopheles gambiae 

mosquito 

278.253.050 

14.707 

18.900 

Apis mellifera 

abelha 

197.657.892 

29.832 # 

6.600 

Drosophila melanogaster 

Plantas 

mosca-das-frutas 

131.000.899 

13.792 

9.500 

Arabidopsis thaliana 

Vertebrados 

agriao 

116.566.763 

25.706 

4.500 

Canis familiar is 

cao 

2.359.826.366 

18.201 

129.700 

Danio rerio 

peixe zebra 

1.571.018.465 

23.524 

66.800 

Gallus galliis 

gal inha 

1.054.180.845 

17.709 

59.600 

Homo sapiens 

homem 

2.851.330.913 

22.287 

127.900 

Mus musculus 

camundongo 

2.932.368.526 

25.396 

115.500 

Pan troglodytes 

chimpanze 

2.733.948.177 

22.524 

121.500 

Rattus norvegicus 

rato noruegues 

2.571.104.688 

22.159 

115.800 

Takifugu mbripes 

baiacu japones 

329.140.338 

20.796 

15.800 

Tetiaodon nigroviridis 

baiacu leopardo 

402.240.326 

27.918° 

14.400 


Os dados sao do web site Enseinbl (http://vvrw.ensembl.org) ou do CBS Genome Arias Database (h ttp ://www. cbs. d tu.d k/services/( Ten om e Atl as) de 15 
de janeiro de 2005, exceto os dados do genoma humano, que sao de Nature 431:931-945 (21 de outubro de 2004). *Numeros de genes sao previsoes 
do Ensembl (menos pseudogenes quando sao dispomveis dados) exceto para a abelha # (uma previsao de Genscan) e o baiacu leopardo 0 (uma previsao 
de Genoscope). Note que os ultimos programas deram estimativas maiores que o Ensembl. ^Os valores sao arredondados para proximo de 100 pb. 
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Um motivo para a diminuida densidade genica nos ge- 
nomas eucarioticos maiores e que esses genomas contem 
quantidades consideraveis de DNA repetitivo (veja Cap. 9). 
A levedura do pao contem muito pouco DNA repetitivo, 
embora cerca de 30% de seus genes estejam dupiicados. Em 
contraste, os genomas de eucariontes multicelulares contem 
muito DNA repetitivo, e a quantidade deste material esta, na 
maioria dos casos, diretamente relacionada com o tamanho 
do genoma. Por exemplo, apenas cerca de 10% do pequeno 
genoma de C. elegans consiste em DNA moderadamente re¬ 
petitivo, enquanto cerca de 45% dos grandes genomas de 
mamiferos sao compostos de seqiiencias de DNA modera¬ 
damente repetidas. A maioria destas seqiiencias modera¬ 
damente repetitivas e derivada de elementos geneticos de 
transposigao (veja Cap. 18). 

DNA altamente repetitivo tambem e mais abundante nos 
genomas maiores. Entretanto, nao ha correlagao direta en- 
tre a quantidade de DNA altamente repetitivo e o tamanho 
do genoma. As vezes, especies proximamente relacionadas 
diferem de maneira significativa na quantidade de DNA 
altamente repetitivo. Por exemplo, 18% do genoma de D. 
melanogaster consiste em DNA altamente repetitivo, en¬ 
quanto 45% do DNA em D. virilis e altamente repetitivo. 
Grande parte do DNA altamente repetitivo na maioria das 
especies, incluindo humanos, esta presente nas regioes de 
cromossomos flanqueadoras dos centromeros (heterocro- 
matina centromerica) e nos telomeros. Esse DNA e dificil 
de seqiienciar. De fato, a maioria do DNA nao seqlienciado 
no genoma humano, 472 milhoes de pares de bases, consiste 
em seqiiencias altamente repetitivas, e 24 dos espagos na 
seqiiencia do genoma humano correspondem a blocos de 
heterocromatina centromerica nos 24 cromossomos. 

Introns sao um componente significativo do DNA eu- 
cariotico e sao mais prevalentes e maiores nos grandes ge¬ 
nomas eucarioticos. As regioes intergenicas tambem sao 
maiores nos genomas eucarioticos grandes. Em contraste, 
o mimero de dommios distintos de protemas - regioes fun- 
cionais de protemas - codificadas por genes nao parece 
variar muito com o tamanho do genoma. Os numeros pre- 
vistos de dommios de protemas codificados pelos genomas 
de A. thaliana , D. melanogaster e seres humanos sao 1.012, 
1.035 e 1.262, respectivamente. Entretanto, seres huma¬ 
nos e outros vertebrados usarn mais as vias alternativas de 
recomposigao de transcrito (veja Cap. 21) para embaralhar 
esses dommios em mais combinagoes, aumentando a diver- 
sidade de protemas. 

Pesquisas genomicas mostraram que mesmo especies dis- 
tantemente correlatas tern muitos dos mesmos genes. Por 
exemplo, 18% dos genes de Arabidopsis e 50% dos genes em 
Drosophila tern homologos humanos. Entre especies muito 
proximas, a proporgao de genes homologos e ainda maior. 
Por exemplo, 99% dos genes em camundongos sao homolo¬ 
gos a genes humanos. Em especies proximamente relaciona¬ 
das, cromossomos inteiros em geral apresentam arranjos si- 
milares de genes. Examinaremos resumidamente estes tipos 
de similaridades nas duas ultimas segoes deste capftulo. 


Evolucao do Genoma em Cereais 

Os cultivos de cereais fornecem grande parte dos alimen- 
tos para seres humanos e seus animais domesticos, os quais 
fornecem alimentos humanos adicionais. Assim, a produti- 
vidade acentuada de cereais e um componente importante 
do esforgo para alimentar a populagao humana em constante 
expansao em nosso planeta. O aumento do conhecimento 
sobre os genomas destas especies agronomicas e a chave para 
se atingir este objetivo. Analises comparativas recentes dos 
genomas de varias especies de cereais indicant que grande 
parte das informagoes obtidas por mapeamento e seqlien- 
ciamento do menor desses genomas, o genoma de 400 mb 
de arroz, sera diretamente aplicavel a outros cereais devido a 
conservagao da estrutura genomica dessas especies. 

Quando Graham Moore e colaboradores compararam 
os mapas geneticos de alta densidade dos cromossomos de 
varios cereais, eles descobriram que, a despeito de grandes 
diferengas no tamanho do genoma e no numero de cromos¬ 
somos, as relagoes de ligagao de blocos de seqiiencias unicas 
de DXA e genes conhecidos sao marcantemente conserva- 
das. Em contraste, as quantidades e os locais das seqiiencias 
repetidas de DNA sao altamente variaveis. 

A marcante conservagao da estrutura genomica nos ce¬ 
reais e mais claramente ilustrada desenhando-se o genoma 
do arroz em forma circular e alinhando os blocos de genes 
conservados na outra especie com o genoma do arroz (Fig. 
16.25). A disposigao circular dos genomas de cereais nao 
implica nenhuma circularidade de cromossomos ancestrais; 
ela apenas permite o alinhamento maximo de blocos homo¬ 
logos de genes. O alinhamento tambem destaca a presenga 
de copias duplicadas de cada bloco de genes no genoma do 
milho, indicando que o milho evoluiu de um ancestral te- 
traploide. Curiosamente, um conjunto de genes esta am- 
plamente presente nos pequenos cromossomos do milho, e 
o segundo grupo esta presente primariamente nos grandes 
cromossomos. 

As estruturas conservadas dos genomas de cereais devem 
ajudar agricultores em suas tentativas de produzir variedades 
com produtividade aumentada, resistencia a pestes, toleran- 
cia a estiagem e outras caracterfsticas desejadas. Devido a 
estmtura conservada do genoma, as informacoes obtidas do 
seqiienciamento do genoma relativamente pequeno do arroz 
devem ser mais facilmente aplicadas a projetos de engenha- 
ria genetica e cruzamentos em outros cultivos de especies de 
cereais. 

Evolucao do Genoma em Mamiferos 

Os genomas de mamiferos exibem conservagao da estrutura 
cromossomica similar a observada em gramfneas. Embora 
o mapeamento do material genetico esteja sendo feito em 
mais de 200 especies de mamiferos, mapas de alta densidade 
estao atualmente disponiveis apenas para humanos, camun¬ 
dongos, caes, ratos e alguns animais tais como porcos e re- 
banhos. Esses mapas cromossomicos detalhados podem ser 
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Fig, 16.25 ■ Mapa comparative 
simplificado dos genomas de 
sete cereais. Os cromossomos 
e segmentos de cromossomos 
(indicados por letras maiusculas) 
dos varios cereais sao alinhados 
com os cromossomos de arroz, 
a graminea com o menor 
genoma (centro). O genoma 
de milho tern duas copias 
similares de cada bloco de 
genes e assim ocupa dois aneis 
do circulo. As linhas externas 
tracejadas conectam segmentos 
adjacentes de cromossomos 
de trigo. Segmentos similares 
de cromossomos no genoma 
de aveia nao estao conectados 
por linhas tracejadas por 
simplificagao. 


usados para demonstrar as relates conservadas de ligagao 
de genes em especies em que tais mapas estao disponfveis. 
Para outras especies, um procedimento chamado colorir 
cromossomos esta sendo usado para analise comparativa de 
genomas. Colorir cromossomos e uma variagao da hibridiza¬ 
gao in situ com fluorescencia (FISH; veja Enfoque Tecnico: 
Hibridizagao In Situ no Cap. 9) na qual cromossomos sao 
“coloridos” com cores diferentes usando-se sondas de hibri¬ 
dizagao de DNA marcadas com corantes fluorescentes que 
emitem luzes de comprimentos de onda diferentes. 

Em estudos de genomica comparativa, sequencias de 
DNA de uma especie sao usadas para colorir os cromosso¬ 
mos de uma especie correlata (Fig. 16.26). Pais experimentos 
de coloragao de cromossomos interespecfficos sao chamados 
de experimentos de Zoo-FISH. Eles geralmente sao feitos 
em condigoes de baixa restrigao de hibridizagao, o que per- 
mite a deteegao de hibridizagao cruzada entre os filamentos 
parcialmente complementares de genes homologos. 

Alguns dos estudos mais interessantes de pintar cromos¬ 
somos usaram as sequencias em uma biblioteca genomica 
especifica de cromossomos (Cap. 15) de uma especie para 
pintar os cromossomos de especies correlatas. Corantes flu¬ 
orescentes diferentes podem ser usados para marcar sequen¬ 
ces de dois ou mais cromossomos diferentes de uma espe¬ 
cie, e tais sequencias marcadas com fluorescencia podem ser 
usadas para “pintar” os cromossomos de especies correlatas. 
Bibliotecas especfficas de cromossomos estao disponfveis 
para todos os 24 cromossomos humanos, e sequencias dessas 



Fig. 16.26 ■ llustragao do usode colorir cromossomos (veja texto) 
para estudar correlagoes evolutivas entre cromossomos. A hibridizagao 
in situ fluorescente feita em cromossomos do gibao Hylobotes lar 
usando-se sondas preparadas de bibliotecas de clones espedficos de 
cromossomo dos cromossos humanos 5 (laranja), 16 (verde), 17 (rosa) e 
22 (amarelo). As setas indicam o cromossomo 8 de gibao, que contemn 
sequencias que hibridizam com sondas fluorescentes derivadas de 
todos os quatro destes cromossomos humanos. 
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bibliotecas foram usadas para “pintar” os cromossomos de 
varias especies correlatas, incluindo a maioria dos primatas e 
alguns manuferos um pouco distantemente correlatos. 

Revendo a Iigagao comparativa e os dados de pintar cro¬ 
mossomos, Bhanu Chowdhary e colaboradores conclufram 
que a evolugao de cromossomos de manuferos envolve tres 
classes de sintenia conservada. (Sintenia e a presenga de ge¬ 
nes no mesmo cromossomo.) As tres classes sao (1) conser- 
vafao de cromossomos inteiros, (2) conservacao de grandes 
segnientos de cromossomos e (3) a uniao de segmentos de 
cromossomos diferentes para produzir nova sintenia. Cada 
tipo de evolugao cromossomica e ilustrado na Fig. 16.27. 

A sintenia de genes no cromossomo humano 17 e con¬ 
servada no cromossomo 12 do porco e no cromossomo 19 
o gado (Fig. 16.2//;). Padroes similares de conservacao dos 
cromossomos humanos 13 e 20 foram observados nestas es¬ 
pecies. 

O cromossomo humano 2 fornece um exemplo da se- 
gunda classe de sintenia conservada, a conservacao de gran¬ 
des segmentos de cromossomos (Fig. 1621 b). Partes impor- 
tantes dos bragos longo e curto do cromossomo humano 2 
sao conservadas em dois cromossomos do porco e do gado 


(tambem em cavalo e gato, nao mostrados). Os genes no 
cromossomo humano 2 sao mais disperses nos cromosso¬ 
mos do cervo indiano e do camundongo (nao mostrados) Os 
cromossomos humanos 4, 5, 6, 9 e 11 tambem tern grandes 
segmentos cromossomicos conservados em outros manufe¬ 
ros estudados. 

O terceiro padrao de sintenia conservada, a uniao de seg¬ 
mentos de cromossomos para produzir nova sintenia, e ilus- 
trado pelos cromossomos humanos 3 e 21 (Fig. 16.27c). O 
cromossomo 13 do porco parece conter os genes de ambos 
os cromossomos humanos dispostos como se tivessem sim- 
plesmente fundidos. No gado, um bloco de genes presentes 
no cromossomo humano 3 esta presente em um cromos¬ 
somo separado (22), enquanto a maioria do resto dos genes 
do cromossomo humano 3 estao em um cromossomo (1) 
com os genes do cromossomo humano 21. Outros exemplos 
deste padrao de sintenia conservada envolvem os cromosso¬ 
mos humanos 12 e 22, 14 e 15 e 16 e 19. 

A despeito da ampla conservacao de blocos de genes ilus- 
trada pelos exemplos ja discutidos, comparagoes mais deta- 
nadas da estrutura cromossomica em manuferos mostram 
claramente que varios rearranjos cromossomicos ocorreram 
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(a) Sintenia conservada de todo 
o cromossomo. 
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(b) Sintenia conservada de grandes 
segmentos cromossomicos. 
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Segmentos de cromossomos combinados 
para produzir nova sintenia. 
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durante a evolugao de especies muito proximas. Uma com- 
paracao de cromossomos humanos com os cromossomos do 
gibao de bochecha branca, Hylobates concolor , revelou que 
pelo menos 21 translocacoes ocorreram durante a evolugao 
destas duas especies de seus ancestrais comuns. Inversoes 
e outros rearranjos intracromossomicos sao especialmente 
prevalentes nos genomas de especies proximamente corre- 
latas. 

wtm PONTOS IMPORTANTES 

■ A genomica comparativa - comparar as sequences de nucle- 
oti'deos dos genomas - forneceu novas informaqoes sobre as 
relaqoes entre varios grupos taxonomicos. 


■ Bioinformatica e a ciencia de estocar, comparar e extrair infor- 
maqdes de sistemas biologicos, especialmente DNA e sequen¬ 
ces de proteinas. 

M As sequencias de nucleotideos de diversos organismos procari- 
oticos deram insights quanto a sua adaptaqao a nichos ambien- 
tais unicos. 

® A medida que organismos eucarioticos aumentaram sua com- 
plexidade, a proporqao de seus genomas que codificam prote¬ 
inas diminuiu, e a funqao da maior parte do DNA nao codifi- 
cante e desconhecida. 

# A genomica comparativa revelou uma conservaqao marcante 
de sintenia em especies eucarioticas correlatas, tais como ma- 
mi'feros e cereais. 


UM ^ARCO NA QENETICA: Dois Rascunhos da Seqiiencia do Genoma Humano 


O Projeto do Genoma Humano foi iniciado em 1990, com a meta de 
sequenciar todo o genoma humano - todos os 3 bilhoes de pares de 
nucleotideos - em 2005, a um custo estimado de US$3 bilhoes. Du¬ 
rante 1997 e 1998, oito equipes de pesquisa nos EUA e um grupo do 
Sanger Centre no Reino Unido comeqaram a produzir uma grande 
quantidade de sequenciamentos das partes que Ihes cabiam do ge¬ 
noma. O projeto internacional foi chefiado por Francis Collins (Fig. 
1), um dos lideres da equipe de pesquisadores que identificaram o 
gene mutante responsavel pela fibrose cistica (Cap. 17). Entao, em 
maio de 1998, J. Craig Venter (Fig. 1), cujo Institute for Genomic Re¬ 
search em Rockville, Maryland, havia sequenciado varios genomas 
bacterianos, surpreendeu o mundo cientffico. Ele anunciou que se 
unira a PerkinElmer Corporation de Norwalk, Connecticut, e for- 
mou uma nova empresa, a Celera Genomics, que iria sequenciar o 
genoma humano em apenas tres anos a um custo de apenas US$300 
milhoes. Obviamente, a corrida para identificar, sequenciar e paten- 
tear genes humanos estava em andamento. 

O objetivo de Venter foi baseado em dois desenvolvimentos 
principais: (1) uma estrategia de sequenciamento chamada seqiien- 
ciamento shotgun de todo o genoma e (2) a produqao de maqui- 
nas de sequenciamento totalmente automatizadas mais rapidas 
pela PerkinElmer’s Applied Biosystems. Em vez de percorrer um 
cromossomo, sequenciando cuidadosamente clones genomicos 
mapeados, o sequenciamento de genomas inteiros envolve cortar 
todo o genoma em pequenos fragmentos, sequenciando apenas as 
pontas dos fragmentos e entao usando supercomputadores para 
montar uma sequencia completa descobrindo superposiqoes entre 
os fragmentos. Este procedimento funcionou bem para os geno¬ 
mas bacterianos muito menores, mas alguns especialistas estavam 
ceticos quanto a exequibilidade com os genomas grandes de euca- 
riontes. Enquanto genomas bacterianos contem pouco DNA repe¬ 
titive, genomas eucarioticos contem grandes quantidades de DNA 
altamente repetitivo. Tais sequencias altamente repetitivas podem 
corresponder a muitos fragmentos e portanto obstruir o processo 
de montagem da sequencia pelo computador. 



Fig. 1 ■ Os lideres das equipes publica e privada envolvidos no 
sequenciamento do genoma humano: Francis Collins, diretor do 
Human Genome Project, e J. Craig Venter, presidente fundador da 
Celera Genomics, a empresa privada formada para sequenciar o 
genoma humano. 
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A maquina de sequenciamento de DNA desenvolvida por 
PerkinElmer podia separar os produtos de 96 reagoes didesoxi 
de termino de cadeia (Cap. 15) simultaneamente e podia operar 
direto por 24 horas. Todas as fungoes, incluindo carregar o gel, 
colocar amostra, eletroforese, coleta de dados e analise dos da¬ 
dos, eram totalmente automatizadas. Os sequenciadores eram 
capazes de fazer cerca de 10 sequenciamentos automatizados 
por dia. Em bons dias, as 230 maquinas de sequenciamento da 
Celera decifravam 100 milhoes de nucleotideos de sequences, 
urn aumento incrivel em relagao as primeiras tecnologias de se¬ 
quenciamento. 

Claramente, uma pequena competigao tinha urn efeito signi¬ 
ficative. Em 15 de fevereiro de 2001, o International Human Ge¬ 
nome Sequencing Consortium, apoiado por verbas publicas, pu- 
blicou seu primeiro rascunho da sequencia do genoma humano na 
Nature? Entao, em 16 de fevereiro de 2001, o grupo privado Celera 
Genomics publicou seu primeiro rascunho do genoma humano 
na Science 2 Os dois rascunhos eram incrivelmente consistentes 
(Quadro 1). O rascunho do Consortium cobria cerca de 92% do 
genoma e o rascunho da Celera cobria cerca de 95% do DNA eu¬ 


cromatico no genoma. A unica grande surpresa foi que o genoma 
continha menos genes, cerca de 30.000, que o previsto - 50.000 a 
100.000. 

O Consortium continou a trabalhar em uma sequencia mais 
completa do genoma humano e em outubro de 2004 liberou uma 
sequencia quase completa do genoma (cobrindo aproximada- 
mente 99% do DNA eucromatico). 3 Novamente, a surpresa foi que 
o numero estimado de genes era ainda menor, apenas 20.000 a 
25.000 genes que codificam proteinas. 

Agora que esta disponivel uma sequencia quase completa do 
genoma, as perguntas seguintes a serem respondidas sao: “Quais 
sao as fungoes de seus genes?” e “Como os elementos nao genicos 
influenciam a expressao desses genes?” Com a meta de responder 
a primeira pergunta, cientistas formaram uma International Hu¬ 
man Proteome Organization (HUPO). Seu objetivo e determinar 
as estruturas e fungoes de todas as proteinas codificadas pelo 
genoma humano. Outros cientistas enfocam a segunda pergunta. 
Eles organizaram o ENCODE (ENCyclopedia Of DNA Elements) 
Consortium e tentarao identificar elementos funcionais a exce- 
gao de genes no genoma humano. 


Quadro 1 Comparagoes Entre os Dois Primeiros Rascunhos do Genoma Humano e a Cobertura Mais Recente de 99% 
do DNA Eucromatico 


Rascunho 

Pares de Nucleotideos 
Seqiienciados 

Numero Estimado 
de Espagos 

Numero Estimado 
de Genes 

HGP Consortium 2001 

2. 692.900.000 

147. 821 

31.778 

Celera Genomics 2001 

2.653.979.733 

105.264 

26.588 

HGP Consortium 2004 

2.851.330.913 

341 

22.287 


QUESTOES PARA DISCUSSOES 

1. Foram dadas patentes para proteger os investimentos de pes- 
soas e empresas na aquisigao de novos metodos e produtos. 
Entretanto, tern havido consideravel debate sobre se os genes 
devem estar submetidos a protegao de patentes. Voce acha 
que genes humanos sao patenteaveis? Caso sim, a patente deve 
ser dada a pessoa que forneceu o DNA ou a pessoa ou empresa 
que sequenciou o gene? Quais sao os pros e os contras em 
conferir patentes de genes humanos? 

international Human Genome Sequencing Consortium. 2001. Initial sequen¬ 
cing and analysis of the human genome. Nature 409: 860-921. 

2 Venter, J. C., et al. 2001. The sequence of the human genome. Science 291: 

1304-1351. 


2. Enquanto trabalhavam em seu rascunho da sequencia do ge¬ 
noma humano, cientistas da Celera Genomics tiveram acesso 
a dados de sequences gerados pelo International Human Ge¬ 
nome Sequencing Consortium. Os dados do Consortium fo¬ 
ram depositados nos bancos de dados do GenBank, EMBL e 
DDBJ com livre acesso a todos. Em constraste, os dados do 
Celera nao estavam disponiveis para os cientistas do Consor¬ 
tium. Quais sao as vantagens de tornar os dados de sequencia 
disponiveis gratis a qualquer um? Quais as desvantagens desta 
medida, especialmente quando os dados sao gerados por pes- 
quisas em empresas privadas? 

international Human Genome Sequencing Consortium. 2004. Finishing the 
euchromatic sequence of the human genome. Nature 431: 931-945. 
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Exercicios Basicos 


llustram a analise genetica basica. 


1. O que e um mapa genetico? 

Resposta: Um mapa genetdco mostra as posigoes de genes e 
outros inarcadores tais como polimorfismos de comprimento de 
fragmentos de restrigao (RFLP) em um cromossomo com base 
em ffeqiiencias de recombinagao. 

2. O que e um mapa citologico? 

Resposta: Um mapa citologico mostra as posigoes dos genes e 
outros marcadores geneticos em relagao aos padroes de bandea- 
mento dos cromossomos. 

3. O que e um mapa fisico de uma molecula de DNA ou cromos¬ 
somo? 

Resposta: Um mapa fisico de uma molecula de DNA ou cro¬ 
mossomo fornece as posigoes de genes ou outros marcadores 
com base nas distancias reais em pares de bases (pb), pares de 
quilobases (kb) ou pares de megabases (mb), separando-os. Ala- 
pas de restrigao, mapas de contig e sftios de seqiiencias marcadas 
(STS) sao exemplos de mapas fisicos. 

4. Como podem ser correlacionados mapas geneticos, mapas cito- 
logicos e mapas fisicos de cromossomos? 


Resposta: Se um gene e clonado e posicionado em todos os 
tres mapas, ele fornece um marcador ancora que pode ser 
usado para relacionar os mapas genetico, citologico e fisico 
uns com os outros. Todos os tres tipos de mapas sao arran- 
jos co-lineares que mostram as localizagoes de seqiiencias de 
nucleotfdeos no cromossomo. Eles diferem nas unidades que 
sao usadas para situar as posigoes de marcadores ao longo de 
arranjos lineares. 

5. Como a posigao de mapa de um gene em um cromossomo pode 
ser usada para identificar e clonar o gene? 

Resposta: Uma vez que um gene tenha sido posicionado no 
mapa genetico, citologico ou fisico de um cromossomo, marca¬ 
dores moleculares tais como RFLP proximos ao gene podem ser 
usados para iniciar o andar e saltar no cromossomo, comegando 
no marcador ligado e progredindo ao longo do cromossomo ate 
a posigao do gene de interesse. A identidade do gene deve ser 
estabelecida transformando um organismo mutante com uma 
copia tipo selvagem do gene e mostrando que ela restaura o 
fenotipo tipo selvagem ou, em humanos, comparando as se- 
qiiencias de nucleotfdeos do gene em varias pessoas afetadas e 
nao afetadas (veja Fig. 16.8). 


Testar Seus Conhecimentos 


Integra conceitos e tecnicas diferentes. 


1. A doenga Best e uma forma de cegueira em humanos que se de- 
senvolve gradualmente em adultos. Ela e causada por uma mu- 
tagao autossomica dominante no cromossomo 11. Nove RFLP, 
designados de 1 a 9, estao mapeados no cromossomo 11 em 
ordem numerica. Os polimorfismos em cada sftio sao designa¬ 
dos por expoentes de 0 a N, em que N + leo numero de poli¬ 
morfismos presentes em um sftio na famflia representada pelo 



heredograma desta pagina. O DNA foi obtido de cada membro 
da famflia, digerido com a enzima de restrigao apropriada, sub- 
metido a eletroforese em gel, transferido para uma membrana 
de nailon por transferencia de Southern, desnaturado e hibridi- 
zado com sondas radioativas que detectam todos os RFLP. Apos 
hibridizagao, as membranas foram expostas a um filme de raios 
X e os auto-radiogramas foram usados para determinar quais 
RFLP estavam presentes em cada membro da famflia. Os resul- 
tados sao mostrados no heredograma desta pagina. Os cfrculos 
representam mulheres; os quadrados representam homens; os 
sfmbolos vermelhos indicam pessoas com a doenga Best. Qual 
sftio de RFLP esta mais proximo da mutagao que causa a doenga 
Best? Que alelo deste RFLP esta presente no cromossomo que 
leva a mutagao da doenga Best? 

Resposta: O RFLP do sftio 4 esta mais proximo da mutagao 
da doenga Best, que esta presente na copia do cromossomo 11 
que leva o 4 Q alelo do polimorfismo. Dos polimorfismos no cro¬ 
mossomo 11, apenas o 4 a alelo esta presente em todos os tres 
membros da famflia com a doenga Best e ausente de todos os 
cinco membros com visao normal. 

2. Onze clones genomicos, cada um contendo DNA do cromos¬ 
somo 4 de Drosophila melanogaster , foram testados quanto a hi¬ 
bridizagao cruzada em todas as combinagoes pareadas. Os clo¬ 
nes sao designados de A a K, e os resultados das hibridizagoes 
sao mostrados no quadro seguinte. Um sinal mais indica que 
ocorreu hibridizagao; um sinal menos indica que nao foi obser- 
vada hibridizagao. 
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Com base nos resultados de hibridizagao mostrados no quadro, 
quantos contigs estes clones definem? Desenhe o(s) mapa(s) de 
contigs definido(s) por estes dados. 

Resposta: Os mapas dos coiitigs 2 definidos pelas 11 mutacoes 
sao os seguintes: 


Contig 1 _ Contig 2 



F — 

H 



Questoes e Problemas 


Acentuam a compreensao e desenvolvem as habilidades analiticas. 


16.1. Diferencie urn mapa genetico, urn mapa citogenetico e um 
mapa fisico. Como cada um destes tipos de mapas pode ser 
usado para identificar um gene por clonagem posicional? 

16.2. Qual a diferenga entre andar no cromossomo e sal tar no 
cromossomo? Por que deve ser usado saltar no cromos¬ 
somo, em lugar de andar no cromossomo, para identificar 
um gene de interesse? 

16.3. O que e um contig? um RFLP? um VNTR? um STS? uma 
EST? Como cada um deles e usado na construgao de mapas 
cromossomicos? 

16.4. A seguinte e uma transferencia de Southern de um DNA 
digerido de EcaRI de plantas de centeio de duas linhagens 
diferentes endocruzadas, A e B. O auto-radiograma I anexo 
mostra as bandas que resultam de sondar a transferencia 
com cDNAl marcado com 32 P. O auto-radiograma II mostra 
a mesma transferencia de Southern apos retirada da sonda e 


colocada outra sonda de cDNA2 marcada com 32 P. 
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\> 

ltd 


A B 

al _ _ 

bl 


a2 _ 

b2 
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a3 _ 
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a4 _ 



(a) Quais bandas voce esperaria ver no auto-radiograma de 
uma transferencia de Southern similarmente sondada pre- 
parada usando-se DNA digerido com EcolLL de plantas hi- 
bridas de Fj produzidas pelo crossing de duas linhagens en¬ 
docruzadas? (b) O que voce pode concluir sobre o(s) gene(s) 
representado(s) pela banda a I na transferencia I nos dois 
endocruzamentos? (c) As plantas de FI foram cruzadas com 
plantas que possuem apenas as bandas al, a4 e b3.0 DNAfoi 
isolado de varios individuos da prole e digerido com EroRL 
Os fragmentos de DNA resultantes foram separados por ele- 
troforese em gel, transferidos para uma membrana de nailon 


e hibridizados com sondas radioativas cDNAl e cDNA2. O 
quadro seguinte resume as bandas presentes em auto-radio- 
gramas obtidos usando-se DNA de prole individual. Inter- 
prete estes dados. Os dados fomecem evidences de RFLP? 
em quantos loci? Algum dos RFLP sao ligados? Caso sim, 
quais sao as distances de ligagao definidas pelos dados? 
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16.5. Como parte do Human Genome Mapping Project, voce 
esta tentando clonar um gene envolvido em cancer de co¬ 
lon. Sua primeira etapa e localizar o gene usando marca- 
dores de RFLP. No quadro seguinte, os loci de RFLP sao 
definidos por numeros de STS (sftios de seqiiencia mar- 
cada) - por exemplo, STS 1 - e o gene para cancer de colon 
e designado C. 


Loci % 

recombinacao 

Loci 

% recombinagao 

C, STS1 

50 

STSl, STS5 

10 

C, STS2 

15 

STS2, STS3 

30 

C, STS3 

15 

STS2, STS4 

14 

C, STS4 

1 

STS2, STS5 

50 

C, STS 5 

40 

STS 3, STS4 

16 

STS1, STS2 

50 

STS3, STS5 

25 

STS1, STS 3 
STS1, STS4 

35 

50 

STS4, STS5 

41 
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(a) Considerando a porcentagem de recombinagao entre 
diferentes loci RFLP e o gene para cancer de colon no qua- 
dro, desenhe um mapa genetico mostrando a ordem e as 
distancias genetdcas entre marcadores RFLP adjacentes e 
o gene para cancer de colon, (b) Considerando que o ge- 
noma humano contem aproximadamente 3,3 x 10 9 pares 
de bases de DNA e que o mapa genetico humano contem 
aproximadamente 3.300 centiMorgans, aproximadamente 
quantos pares de DNA estao localizados ao Ion go do trecho 
do cromossomo definido por este mapa de RFLP? (Dica: 
Primeiro determine quantos pares de bases de DNA estao 
presentes por cM no genoma humano.) (c) Quantos pares 
de bases de DNA estao presentes na regiao entre o gene de 
cancer de colon e o STS mais proximo? 

16.6. O que sao microssatelites? Por que sao chamados de mi¬ 
crossatelites? 

16.7. Voce clonou um gene humano previamente desconhecido. 
Que procedimento Ihe permitiria posicionar este gene no 
mapa citologico do genoma humano sem fazer nenhuma 
analise de heredograma? Descreva como voce faria este 
procedimento. 

16.8. Voce identificou uma EST humana previamente nao des- 
crita. O que deve ser feito antes que esta nova EST possa 
ser chamada de STS? 

16.9. VNTR e microssatelites sao classes especfficas de polimor- 
fismos. Qual a diferenga entre um VNTR e um microssate- 
lite? Por que seria improprio chamar a maioria dos VNTR 
de microssatelites? 

16.10. Um RFLP e um alelo mutante que causa albinismo em hu- 
manos nao pode ser mostrado como separado por recom¬ 
binagao com base na analise de heredogramas ou mapea- 
mento hibrido por radiagao. Estas observagdes significam 
que o RFLP ocorre dentro do gene que contem a mutagao 
causadora do albinismo ou se superpoe a ele? Caso sim, por 
que? Caso nao, por que nao? 

16.11. Um RFLP e uma mutagao que causa surdez em humanos 
estao ambos mapeados no mesmo local no mesmo cromos¬ 
somo. Como voce pode determinar se ha ou nao superposi- 
gao do RFLP com o gene contendo a mutagao de surdez? 

16.12. Por que a resolugao do mapeamento de hibridos por ra¬ 
diagao de genes humanos e maior do que a resolucao do 
mapeamento padrao de hibridos de celulas somaticas? 

16.13. Quais sao as metas do Human Genome Project? Que im- 
pacto essas metas terao na pratica da medicina no futuro? 
Quais sao os possiveis usos inapropriados de dados do ge¬ 
noma humano? 


16.16. O bacteriofago <FX174 contem 11 genes em um genoma de 
5.386 pb; E. coli tern 4.288 genes previstos em um genoma 
de cerca de 4.639 kb; S', cerevisiae tern cerca de 6.000 genes 
em um genoma com tamanho de 12.1 mb; C. elegans tern 
cerca de 19.000 genes presentes em um genoma de cerca 
de 100 mb; e H. sapiens tern um numero estimado de 22.000 
genes em seu genoma de 3.000 mb. Que genoma tern a 
maior densidade genica? a menor densidade genica? Parece 
haver alguma correlagao entre densidade genica e comple- 
xidade desenvolvimental? Caso sim, descreva a correlagao. 

16.17. E mostrado um mapa de contig de um segmento do cro¬ 
mossomo 3 de Arabidopsis. 
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(a) Se uma EST hibridiza com os clones genomicos C, D 
e E mas nao com os outros clones, em que segmento do 
cromossomo 3 esta Iocalizada a EST? (b) Se um clone do 
gcneARA so hibridiza com os clones genomicos C e D, em 
que segmento cromossomico o gene esta localizado? (c) Se 
um fragmento de restrigao hibridiza so com um dos clones 
genomicos mostrados previamente, em que segmento(s) 
cromossomico(s) o fragmento estaria localizado? 

16.18. Oito hibridos de radiagao humano -hamster chines foram 
testados quanto a presenga de seis EST designadas de A a 
F. Os resultados sao mostrados no seguinte quadro, onde 
um mais indica que o marcador esta presente e um menos 
indica que esta ausente. 


Hibrido de radiacao 


1 2 3 

A- + - 

- B + - + 

o 

"O n 

ro L — + + 

u 

| D + - + 

E + - + 

F - + - 


4 5 6 7 8 

—-■+ + - + 
- - + - + 

+ - - - + 

+ - - + - 

+ + + + - 


Com base nestes dados, algumas das EST parecem estar 
proximamente ligadas? Quais? O que seria necessario para 
voce ter mais certeza de sua resposta? 

16.19. Que vantagens chips genicos tern em relagao a tecnicas de 
hibridizagao tradicionais de dot blot ? 


16.14. Para ser util como um marcador genetico para clonagem 
posicional de um alelo mutante que causa uma anomalia 
herdada em humanos, um RFLP deve estar presente no 
mesmo homologo que a mutagao. Por que? 

16.15. Que tipo de marcador molecular, RFLP ou EST, e mais 
provavelmente um marcador de gene mutante causador de 
doenga em humanos? Por que? 


16.20. Que vantagem importante a proteina fluorescente verde da 
agua-viva tern em relagao a outros metodos para estudar a 
sintese e a localizagao de proteinas? 

16.21. Voce recebe bibliotecas de cDNxA especificas de cromosso- 
mos para todos os 24 cromossomos humanos. Como essas 
bibliotecas podem ser usadas para estudar a evolugao cro- 
mossomica em primatas? 
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16.22. Das especies de cereais, apenas o milho contem duas copias 
de cada bloco de genes ligados. O que esta duplicagao de 
conjuntos de genes humanos indica sobre a origem desta 
especie agronomicamente importante? 

16.23. Cinco clones de DNA genomico humano presentes em 
vetores YAC foram testados por hibridizagao quanto a pre- 
senga de seis sftios de seqiiencia marcada designados STS1 
ate STS6. Os resultados sao dados no quadro seguinte; um 
sinal mais indica a presenga de STS e um menos indica a 
ausencia de STS. 

STS 

1 2 3 4 5 6 

cj>A + — + + - — 


E - - + - - + 

(a) Qual a ordem de sftios STS no cromossomo? 

(b) Desenhe o mapa de contig definido por estes dados. 

16.24. No comego deste capftulo, discutimos o pool genico unico 
na Islandia e a pesquisa da deCODE Genetics enfocada na 
identificagao de genes associados a doengas humanas. Um 
dos genes estudados pelos cientistas da deCODE codifica 
a protefna ativadora de 5-lipoxigenase (FLAP), que esta 
envolvida na sfntese de moleculas sinalizadoras nos globu- 
los brancos. Use o web site PubMed Entrez (URL: http:// 
www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez) para procurar informagao 
sobre o trabalho da deCODE relativo ao gene codificante 
de FLAP. Dica\ encurte sua pesquisa usando uma entrada 
{query) de duas partes: “5-lipoxigena.se activating protein” 
e deCODE. (Os dois componentes da entrada devem ser 
separados por uma vfrgula seguida de um espago.) Que do¬ 
engas humanas sao afetadas por alelos diferentes do gene 
humano codificante desta protefna? 

16.25. Suponha que voce seqiienciou um pequeno fragmento de 
DNA que voce clonou. A seqiiencia de nucleotfdeos deste 
segmento de DNA e mostrada em seguida. 

aagtagtcgaaaccgaattccgtagaaacaactcgcacgctccggtttcgtg 

ttgcaacaaaataggcattcccatcgcggcagttagaatcaccgagtgcccaga 

gtcacgttcgtaagcaggcgcagtttacaggcagcagaaaaatcgattgaaca 

gaaatggctggcggtaaagcaggcaaggattcgggcaaggccaaggcgaagg 

cggtatcgcgttccgcgcgcgcggg 

Em uma tentativa de aprender algo sobre a identidade 
ou possfvel fungao desta seqiiencia de DNA, voce decide 
fazer uma pesquisa BLAST (megablast) no web site Pub¬ 
Med Entrez (vide problema anterior). Digite ou arraste 
esta seqiiencia para o boxe de seqiiencia indagada e faga 
as mesmas alteragoes no Format que foram sugeridas no 
Enfoque Tecnico: GenBank para limitar a quantidade de 
informagoes obtidas. Faga a pesquisa e examine as seqiien- 
cias mais proximamente relacionadas a sua indagada. Elas 
sao seqiiencias codificantes? Que protefnas codificam? 
A primeira seqiiencia listada e NM_079795.2. Va para o 


Search across databases” (clique no boxe 
na parte inferior da home page Entrez), digite ou cole 
NM_079795.2 como indagagao e clique em “Go”. Voce 
tera os resultados em tres bancos de dados: nucleotfdeo. 
HomoloGene e UniGene. Examine a informagao em todos 
os tres bancos de dados e veja o que voce pode aprender so¬ 
bre a fungao de seu DNA ou da protefna que ele codifica. O 
que voce aprendeu sobre sua seqiiencia de DNA destas pes- 
quisas? Repita a procura de megablast com apenas metade 
de sua seqiiencia como indagagao. Voce ainda idcntifica as 
mesmas seqiiencias nos bancos de dados? Se voce usar um 
quarto de sua seqiiencia como indagagao, voce ainda obtem 
a mesma seqiiencia? Qual a seqiiencia de DNA mais curta 
que voce pode usar como indagagao e ainda identificar as 
mesmas seqiiencias nos bancos de dados? 

16.26. O web site Entrez do PubMed iveja Problema 16.24) tam- 
bem pode ser usado para procurar seqiiencias de protefnas. 
Em vez de fazer uma pesquisa “megablast” com um acido 
nucleico, faz-se um blastp com um polipeptfdeo (se¬ 
qiiencia de aminoacidos). Suponha que voce tern a seguinte 
seqiiencia partial de um polipeptfdeo: 

GYDVEKNNSRIKLGLKSLVSKGILVQTKGTGASG 

SFKI.NKKAASGEAKPQAKKAGAAKA 

Va para o web site Entrez e clique protein no topo da barra 
de ferramentas, entao clique BLAST a esquerda. Clique 
entao em protein-protein BLAST (blastp) e entre com sua 
seqiiencia indagada no boxe do topo. Role para “Format” 
e mude de “HTML” para “Plain text”. Mude tambem o 
numero de “Descriptions” e “Alignments” am bos para 10. 
Clique entao em “BLAST!” e “Format” na pagina subse- 
qiientc. Seus resultados devem estar disponfveis em 10 a 15 
segundos. A primeira seqiiencia listada deve ser identica a 
sua seqiiencia indagada; a segunda seqiiencia deve diferir de 
sua indagagao por um unico aminoacido. Qual a identidade 
de sua seqiiencia indagada? 

16.27. A seqiiencia de um gene em Drosophila tnelanogaster que 
codifica um polipeptfdeo da histona H2A e: 

aagtagtcgaaaccgaattccgtagaaacaactcgcacgctccggtttcg 

tgttgcaacaaaataggcattcccatcgcggcagttagaatcaccgagtg 

cccagagtcacgttcgtaagcaggcgcagtttacaggcagcagaaaaa 

tc'gattgaacagaaatggctggcggtaaagcaggcaaggattcgggcaa 

ggccaaggcgaaggcggtatcgcgttccgcgcgcgcgggtcttcagtt 

ccccgtgggtcgcatccatcgtcatctcaagagccgcactacgtcacatgg 

acgcgtcggagccactgcagccgtgtactccgctgccatattggaatacctg 

accgccgaggtcctggagttggcaggcaacgcatcgaaggacttgaaag 

tgaaacgtatcactcctcgccacttacagctcgcca ttcgcggagacgag 
gagctggacagcctgatcaaggcaaccatcgctggtggcggtgtcattcc 
gcacatacacaagtcgctgatcggcaaaaaggaggaaacggtgca 
ggatccgcagcggaagggcaacgtcattctgtcgcaggcctactaagcca 
gtcggcaatcggacgccttcgaaacatgcaacactaatgtttaattca 
gatttcagcagagacaagctaaaacaccgacgagttgtaatcatttctg 
tgcgccagcatatatttcttatatacaacgtaatacataattatgtaattc 
tagcatctccccaacactcacatacatacaaacaaaaaatacaaacacacaaaa 
cgtatttacccgcacgcatccttggcgaggttgagtatgaaacaaaaacaaaact 
taatttagagcaaagtaattacacgaataaatttaataaaaaaaactataataaa 

aacgcc. 
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Usemos o programs de tradugao dispomvel na Internet 
em http://www.expasy.org/tools/dna.html para traduzir 
este gene em todas as seis matrizes de leitura possfveis e 
ver qual matriz de leitura especifica a histona H2A. Digite 
ou cole a seqiiencia de DNA no boxe “ExPASy Trans¬ 


late Tool” e clique “TRANSLATE SEQUENCE.” Os 
resultados mostrarao os produtos da tradugao em todas 
as seis matrizes de leitura com Met e Stop em negrito 
para destacar as potenciais matrizes de leitura. Qua! delas 
especifica a histona LI2A? 
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Uso da Tecnologia de DNA 
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Terapia Genica Humana 
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Inibi^ao da Expressao Genica 



Detecgao da Muta^ao Tay-Sachs em Pre-embrioes de 
Oito Celulas 


Bnttany to. concebida in vitro a partir de um ovocito e um espermatozoide 

restes de DNA em busca de um gene mutante que causa a doenca Tay-Sachs 
Os resultados dos testes foram negativos, e o pre-embriao foi implantado no 
u ero da mae de Brittany. Nove meses depois, nasceu Brittany sem a preocu- 
Pa^ao de que algum dia ela poderia morrer da doenca Tav Sarhc ^ 
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nao afeta seu desenvolvimento subseqiiente. 

A doenca Tay-Sachs (Veja Enfoque Tecnico: Doenqa de Tay-Sachs uma Tra 
ged.a na Infancia, no Cap. 13) e um disturbio autossomico recessive letal CrL- 
,as com Tay-Sachs sao normais ao nascimento, mas sofrem rapida degene^a To 
neurologica que evolui para cegueira, paralisia, retardo mental e morte aos tres 
qua ro anos de idade. A degenerate resulta da ausencia de uma enzima cha- 
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mada hexosaminidase A, que catalisa a primeira etapa na degradaqao de um lipideo com- 
plexo chamado gangliosideo G M2 . Na ausencia de hexosaminidase A, o gangliosideo G M 2 
acumula-se nos neuronios e causa degeneragao progressiva do sistema nervoso central. 

Ambos os pais de Brittany sao heterozigotos para o gene mutante que causa 
doenqa Tay-Sachs. Eles sabiam que, se tivessem outro filho, haveria uma chance de 
>4 de ele sofrer a doenqa Tay-Sachs, como sua primeira filha. Embora eles quisessem 
um filho, os genitores de Brittany nao queriam correr o risco de ter outro filho com 
esta doenqa. A doenqa Tay-Sachs pode ser detectada pre-natalmente. Entretanto, por 
motivos religiosos, o casal havia excluido o aborto de um feto acometido. A ferti- 
lizaqao in vitro e um teste de DNA para o gene mutante de hexosaminidase A que 
ambos os genitores fizeram permitiu a confirmaqao de que Brittany nao era homo- 
zigota para o gene mutante antes da implantaqao ainda no estagio de pre-embriao. 
Para seus genitores, que sofreram com a degeneragao e a morte do primeiro filho, 
Brittany era um tesouro sem preqo. 


Os testes de DNA para Tay-Sachs e outros disturbios 
humanos foram possibilitados com a descoberta de defeitos 
geneticos que causam tais doengas. Os defeitos foram iden- 
tificados pesquisando-se o genoma humano com o uso de 
tecnicas sofisticadas de mapeamento cromossomico e DNA 
recombinante. Neste capftulo, consideraremos algumas das 
muitas aplicagoes do DNA recombinante, clonagem de ge¬ 
nes e tecnologias genomicas descritas nos dois capitulos an- 
teriores. Essas tecnologias sao, sem duvida, as ferramentas 
mais poderosas ja desenvolvidas no campo da biologia. 

Do mesmo modo que os geneticistas hoje conhecem 
toda a via de morfogenese do bacteriofago T4 (Cap. 13), 
no futuro eles saberao a via completa de morfogenese de 
uma celula de levedura, uma mosca-das-frutas, uma planta 
Arabidopsis ou mesmo um ser humano. Alem disso, em al- 
gum ponto, os biologos compreenderao a base molecular 
de aprendizagem e memoria, e saberemos que eventos mo- 
leculares estao subjacentes ao processo de envelhecimento. 
Mais importante, eles compreenderao os mecanismos com- 
plexos que regulam a divisao celular em humanos e deverao 
ser capazes de usar esse conhecimento para evitar ou curar 
pelo menos alguns tipos de cancer humano e infecgoes virais 
ameagadoras a vida. 


USO DA TECNOLOGIA DE DNA 
RECOMBINANTE PARA IDENTIFICAR 
GENES HUMANOS 

Os genes mutantes que causam a doenga Huntington 
e a fibrose cistica foram identificados por clonagem 
posicional. 

As tecnicas de DNA recombinante revoluciona- 
ram a pesquisa a procura de genes defeituosos que causam 


doengas humanas. Varios “genes de doenga” ja foram iden¬ 
tificados por clonagem posicional (Cap. 16). Alem disso, as 
mutagoes responsaveis pelas doengas foram determinadas 
comparando-se as sequencias de nucleotideos de alelos tipo 
selvagem e mutantes dos genes. As sequencias codificantes 
dos alelos tipo selvagem foram traduzidas por computado- 
res para prever as sequencias de aminoacidos dos produtos 
genicos. Oligopeptfdeos foram sintetizados com base nas 
sequencias previstas de aminoacidos e usados para produzir 
anticorpos, que, por sua vez, foram usados para localizar os 
produtos genicos e investigar suas fungoes in vivo. Os re- 
sultados desses estudos permitirao futuros tratamentos de 
algumas destas doengas por terapia genica. 

Doenca Huntington 

A doen 9 a Huntington (HD) e um disturbio insidioso cau- 
sado por uma mutagao autossomica dominante, que ocorre 
em cerca de uma em cada 10.000 pessoas descendentes de 
europeus. As pessoas com 1ID sofrem degeneragao pro¬ 
gressiva do sistema nervoso central, geralmente comegando 
entre os 30 a 50 anos e terminando em morte 10 a 15 anos 
depois. Hoje em dia, a HD e intratavel. Entretanto, a iden- 
tificagao do gene e do defeito mutacional responsavel pela 
HD deu esperangas de um tratamento eficaz no futuro. De- 
vido a idade tardia de manifestagao da doenga, a maioria dos 
pacientes com EID ja tiveram filhos antes de aparecerem os 
sintomas da doenga. Como o disturbio e causado por uma 
mutagao dominante, cada filho de um paciente heterozi- 
goto para HD tern uma chance de 50% de ser afetado pela 
doenga. Essas criangas observam a degeneragao e morte de 
seu genitor com HD, sabendo que tern uma chance de 50% 
de ter o mesmo destino. 

O gene HD foi um dos primeiros genes humanos que se 
demonstrou estarem fortemente ligados a um RFLP. Em 
1983, James Gusella, Nancy Wexler e colaboradores de- 
monstraram que o gene da HD segregava junto com um 
RFLP mapeado perto da ponta do brago curto do cromos- 











JJSO DA TECNOLQGIA DE DNA RECOMBINANTE PARA IDENTIFICAR GENES HUMANOS 


1513 


somo 4 Eles basearam seus achados amplamente em dados 

dC eS T^f? S du3S grandes famflias > uma na Venezuela e uma 
nos FUA. Pesqiusas subseqiientes mostraram que a ligacao 
era cerca de 96% completa; 4% da prole de heterozigotos 
HD eram recombinantes para o RFLP e o alelo de HD. 
Considerando esta localizayao inicial do gene da HD em uin 
segmento relativamente pequeno do cromossomo 4, alguns 
geneticistas previram que o gene da HD logo seria clonado 
e caractenzado. Entretanto, a tarefa foi mais diffcil do que o 
esperado e levou 10 anos para ser realizada. 

Usando procedimentos de clonagem posicional, Gu- 
sella, Wexler e colaboradores identificaram um gene pri- 
meiro chamado IT 15 (de Transcrito de Interesse numero 
-) e subsequentemente denominado huntingtina que 
ocupa cerca de 210 kb perto da ponta do bra 9 o curto do 
cromossomo 4 (Fig. 17.1). Este gene contend uma repe- 
tigao de trinucleotideo, (CAG)„, que esta presente em 11 
a 34 copias em cada cromossomo 4 de pessoas saudaveis. 
JNas pessoas com HD, o cromossomo que tern a mutacao 
contem 42 a mats de 100 copias da repeticao CAG 
neste gene. Alem disso, a idade de irn'cio de HD e inversa- 
mente correlacionada com o numero de copias da repeticao 
do trinucleotideo. Inicio juvenil raro da doenga ocorre em 
crtangas com um numero de repetifoes de copia incomu- 
mente alto. As regioes de repeticao do trinucleotideo de 
cromossomos HD sao instaveis, com os numeros de repe- 
tifoes em geral aumentando e as vezes diminuindo entre 
gera 9 oes. Gusella, Wexler e colaboradores detectaram re- 
gioes c e repeticao CAG ampliadas em cromossomos de 72 
famihas diferentes com HD, deixando poucas duvidas de 
que haviam identificado o gene correto. 


Mapa citologico do braco curto do cromossomo 4 
15.2 16 2 

l 1 l 2 l 3 14 15.1 16.3 


O gene huntingtina e expresso em muitos tipos diferentes 
de celulas, produzindo um grande rnRNA com 10 a 11 kb 
A regiao codificante do rnRNA de huntingtina preve uma 
protema com a.144 aminoacidos de tamanho. Infelizmente 
a sequencia prevtsta de aminoacidos da protema huntingtina 
rornece poucas mforma ? 6es sobre sua funga'o. A dominan- 

doen 9a mUta9a ° H ° mdlCa qUe 3 pr ° te,na mutante causa a 

A regiao de repeti 9 ao CAG ampliada no gene mutante 
huntingtina codtfica uma regiao anormalmente longa de po- 
f utai ™ na P ert o do terminal amino da protema. A regiao 
a ongada de poliglutamina favorece interagoes proteina- 
proteina que resultam no acumulo de agregados da prote¬ 
ma huntingtina nas celulas do cerebro. Esses agregados de 
pioteina sao tidos como causadores dos sintomas clinicos de 

D, e enfoques atuais de tratamento envolvem tentativas de 
desarocukr ou eliminar esses agregados de proteinas. 

HD foi a quarta doen 9 a humana a ser associada a uma 
repeogao instavel de trmucleotideos. Em 1991, a smdrome 
do X rragil - a forma mais comum de retardo mental em 
humanos - foi o pnmeiro distiirbio humano a ser associado a 
uma repeticao expandida de trinucleotideos. Nos discutimos 
a cescoberta da natureza da mutacao reponsavel pela sm- 
rome do X frag.I em Um Marco na Genetica: Repeti ? oes 
de Trinucleotideos e Doen ? a Humana. Pouco depois, foi 
demonstrado que a distrofia miotonica e a atrofia muscular 
espmobu bar (ambas doengas associadas a perda de controle 
muscular) resultam de repeti ? 6es expandidas de trinucleoti- 
t eos. m 004, foi demonstrado que mais de 40 disturbios 
humanos diferentes, muitos associados a anomalias neurode- 
generativas, resultam de repetifoes ampliadas de trinucleo- 



Principais marcadores RFLP 



Mapa de 
restricao 


500 kb 


Mapa de 
contig 


L142C5 


gene huntingtina 


Fig. 17.1 ■ Identificagao do gene 
responsavel pela doen<;a Huntington por 
clonagem posicional. O mapa citologico 
do bra^o curto do cromossomo 4 e 
mostrado no topo. Os marcadores RFLP, 
mapa de restricao e mapa contig usados 
para localizar o gene huntingtina sao 
mostrados abaixo do mapa citologico. 

M, N e R representam sitios de restricao 
Mlu\, Not\ e Nru\, respectivamente. 
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tfdeos. Elas incluem varios tipos de ataxia espinocerebelar, 
atrofia palidoluisiana dentatorrubral (sfndrome Haw River), 
ataxia de Friedreich e sfndrome do X fragil. A alta freqiiencia 
de disturbios humanos causados pela expansao de repetigoes 
de trinucleotfdeos indica que este pode ser um evento muta- 
cional comum em nossa especie. 

Embora a identificagao do defeito genetico, a repetigao 
expandida de trinucleotfdeos no gene huntingtina , nao tenha 
resultado em um tratamento do disturbio, ela forneceu um 
teste simples e preciso do DNA para a mutagao HD (Fig. 
1 / .2). Ima vez conhecidas as seqiiencias do gene hunting- 
t 'nm em ambos os lados da regiao de repetigao de trinucleo¬ 
tfdeos, foi possfvel sintetizar primers oligonucleotfdicos e 
usa-los para amplificar a regiao por PCR, e o numero de 
repetigdes CAG foi determinado por eletroforese em gel 
de poliacrilamida. Assim, pessoas em risco de levar o gene 
mutante huntingtina podem ser facilmente testadas quanto a 
sua presenga. Como o procedimento de PCR requer pouco 
DXA o teste para HD tambem pode ser feito pre-natal- 
mente em celulas fetais obtidas por amniocentese ou pungao 
de vilosidades corionicas (veja Enfoque Tecnico: Detecgao 
de Aneuploidia em Fetos Humanos, no Cap. 6). 


Considerando a disponibilidade do teste de DNA para 
a mutagao HD, pessoas que estao em risco de transmitir o 
gene defeituoso para seus filhos podem determinar se eles 
o possuem antes de comegar uma famflia. Cada pessoa com 
um genitor heterozigoto tern uma chance de 50% de nao 
ter o gene defeituoso. Se o teste for negativo, ela ou ele 
pode comegar uma famflia sem a preocupagao de transmitir 
a mutagao. Se o teste for positivo, o feto pode ser testado 
pre-natalmente, ou o casal pode considerar a fertilizagao in 
vitro, como fizeram os genitores que discutimos no comego 
deste capftulo. Se o teste do embriao de oito celulas for ne¬ 
gativo para a mutagao HD, ele pode ser implantado no utero 
da mae sabendo-se que ele tern duas copias normais do gene 
huntingtina. Se usado conscientemente, o teste de DNA para 
a mutagao HD deve diminuir o sofrimento humano decor- 
rente desta terrfvel doenga. 

Fibrose Cistica 

Fibrose cistica (CF) e uma das doengas herdadas mais co- 
muns em humanos, afetando 1 em 2.000 neonatos de descen- 
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Primer oligonucleotidico 
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■ Primer oligonucleotidico 


Amplificar regiao de repeticao de trinucleotideos por PCR. 


Ui> Protocolo. 
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O Determinar numero de repeticoes separando produtos 
por eletroforese em gel de poliacrilamida. 
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(b) Resultados. 


^ * Teste ^ as re gioes expandidas de repetigao de trinucleotideos no gene huntingtina que sao responsaveis pela doenga Huntington 

por PCR. Os resultados mostrados sao de uma famflia da Venezuela na qual os genitores sao heterozigotos para o mesmo alelo mutante 
untmgtma. A ordem de nascimento das criangas foi alterada, e seu sexo nao e citado para manter o anonimato. A maioria das pessoas foram 
testadas duas vezes para minimizar erros. 
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dencia europeia. A CF e herdada como uma mutacao autos- 
somica recessiva, e a freqiiencia de heterozigotos e estimada 
em cerca de 1 em 25 nas populates caucasianas. So nos EUA, 
mais de 30.000 pessoas sofirem desta doenga devastadora. Um 
sintoma facilmente diagnosticado de CF e um suor excessiva- 
mente salino, um efeito-benigno do gene mutante. Os outros 
sintomas nao sao nada benignos. Pulmoes, pancreas e figado 
tornam-se obstrufdos com um muco espesso, que resulta em 
infecgoes cronicas e por fim em mau funcionamento destes 
orgaos vitais. Alem disso, muco geralmente se acumula no 
trato digestivo, fazendo com que as pessoas fiquem mal ali- 
mentadas, nao importando o quanto comam. As infecgoes 
pulmonares sao recorrentes, e os pacientes em geral morrem 
de pneumonia ou outras infecgoes do sistema respiratorio. 
Em 1940, a expectativa media de vida de um neonato com CF 
era de menos de dois anos. Com a melhoria dos metodos de 
tratamento, ela foi gradualmente aumentada. Hoje em dia, a 
expectativa de vida para uma pessoa com CF e de cerca de 32 
anos, mas a qualidade de vida e inadequada. 

A identificagao do gene CF e um dos principais sucessos 
da clonagem posicional (Cap. 16). A analise bioqufmica de 
celulas de pacientes com CF falhou em identificar qualquer 
defeito metabolico especffico ou produto genico mutante. 
Entao, em 1989, Francis Collins e Lap-Chee Tsui e seus 
colaboradores identificaram o gene CF e caracterizaram al- 
gumas das mutagoes que causam esta doenga tragica. A clo¬ 
nagem e o seqiienciamento do gene CF rapidamente resul- 
taram na identificagao de seu produto, o que entao sugeriu 
entoques para o tratamento clfnico da doenga e esperanga 
para uma terapia genica bem-sucedida no futuro. 

O gene CF foi primeiro mapeado no brago longo do cro- 
mossomo 7 por sua co-segregagao com RFLP. O posterior 
mapeamento de RFLP localizou o gene em uma regiao com 
500 kb no cromossomo 7. Os dois RFLP marcadores mais 
proximos do gene CF foram entao usados para iniciar o an- 
dar (veja fig. 16.8) e saltar no cromossomo (veja Fig. 16.9) e 


para comegar a construgao de um mapa ffsico detalhado da 
regiao (Fig. 17.3). Tfes tipos de informagao foram usados 
para estreitar a pesquisa do gene CF. 

1. Os genes humanos em geral sao precedidos de grupos 
de citosinas e guaninas chamados de ilhas de CpG 
(Cap. 21). Tres destes grupos estao presentes antece- 
dendo o gene CF(Fig. 17.3). 

2. Seqiiencias codificantes importantes em geral sao con- 
servadas em especies correlatas. Quando foram usadas 
seqiiencias exon do gene CF como sondas de transferen- 
cias de Southern contendo fragmentos de restrifao de 
DNA genomicos humanos, de camundongo, de hamster 
e de bovinos (em geral, chamadas de zoo blots), foi 
observado que os exons sao altamente conservados. 

3. Como ja mencionado, sabe-se que a CF esta associada 
a um muco anormal nos pulmoes, no pancreas e em 
glandulas sudorfparas. Foi preparada uma biblioteca 
de cDNA a partir de mRNA isolado de culturas de 
celulas de glandulas sudorfparas e triadas por hibridi- 
za 9 ao de colonia usando sondas de exons do gene CF 
(na epoca o gene CF candidato). 

O uso da biblioteca de cDNA de glandulas sudorfparas 
demonstrou-se crftico na identificagao do gene CF, pois ex- 
perimentos com transferencia northern subseqiientemente 
mostraram que este gene e expresso apenas em celulas epi- 
teliais dos pulmoes, do pancreas, das glandulas salivares, das 
glandulas sudorfparas, do intestino e das vias reprodutivas. 
Assim, clones de cDNA do gene CF nao seriam identifi- 
cados usando-se bibliotecas de cDNA preparadas a partir 
de outros tecidos e orgaos. Os resultados das transferencias 
northern tambem demonstraram que o hipotetico gene CF e 
expresso nos tecidos apropriados. 

A identificagao de um gene candidato como o gene de 
uma doenga e baseada em comparayoes dos alelos normal e 
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Fig. 17.3 ■ A sequencia de andar e saltar no cromossomo foi usada para localizar e caracterizar o gene da fibrose cfstica. As posicoes 
das ilhas de CpG usadas como marcos na localizaqao da ponta 5’ do gene tambem sao mostradas. 
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mutante de varias famflias diferentes. CF e incomum, pois 
70% dos alelos mutantes contem a mesma delegao de tres 
bases, A F508, que elimina a fenilalanina na posigao 508 no 
produto do gene CF. Ao contrario do gene hnntingtina , a 
seqiiencia de nucleotideos do gene CF mostrou ser informa- 
tiva. O gene e grande, com 250 kb e contendo 24 exons (Fig. 
17.4). O mRNA de CF tem cerca de 6,5 kb de tamanho e co- 
difica uma protema com 1.480 aminoacidos. Uma pesquisa 
computadorizada dos bancos de dados de protemas mostrou 
rapidamente que o produto do gene CF e similar a varias 
protemas de canais ionicos, que formam poros entre as celu¬ 
las atraves dos quais passam os ions. O produto do gene CF, 
chamado regulador de condutancia transmembranar da 
fibrose cistica, ou protema CFTR, forma canais ionicos 
(Fig. 17.4) pelas membranas das celulas que revestem o trato 
respiratorio, o pancreas, as glandulas sudorfparas, o intestino 
e outros orgaos e regula o fluxo de sais e agua para dentro 
e para fora destas celulas. Como a protema CFTR mutante 
nao funciona apropriadamente em pacientes com CF, o sal 
acumula-se nas celulas epiteliais e o muco acumula-se na 
superffcie destas celulas. 


A presenga de muco no revestimento do trato respiratorio 
resulta em infecgoes cronicas progressivas por Pseudomonas 
aeruginosa , Staphylococcus aureus e bacterias correlatas. Essas 
infecgoes, por sua vez, frequentemente resultam em insufici- 
encia respiratoria e morte. Entretanto, as mutagoes no gene 
CF sao pleiotropicas. Elas causam varios efeitos distintos 
pleiotropicos. Funcionamento inadequado do pancreas, do 
figado, dos ossos e do trato intestinal e comum em pessoas 
com CF. Embora CFTR forme canais de cloro (Fig. 17.4), 
ele tambem regula a atividade de varios outros sistemas de 
transporte tais como canais de potassio e de sodio. Alguns 
trabalhos sugerem que CFTR pode ter um papel na regu- 
lagao do metabolismo e do transporte de lipfdeos. O CFTR 
interage com varias outras protemas e sofre fosforilagao/des- 
fosforilagao por cinases e fosfatases. Assim, CFTR pode ser 
considerado multifuncional. De fa to, algims dos sintomas de 
CF podem resultar da perda de fungoes do CFTR a excegao 
dos canais de cloro. 

Embora 70% dos casos de CF sejam devidos a delegao de 
trinucleotideos A F508, mais de 170 mutagoes CF diferentes ja 
foram identificadas (Fig. 17.5). Cerca de 20 dessas mutagoes 
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Fig. 17.4 ■ As estruturas do gene CF 
e de seu produto, a protema CFTR. A 
protema CFTR forma canais ionicos atraves 
da membrana das celulas epiteliais dos 
pulmoes, do intestino, do pancreas, das 
glandulas sudorfparas e de alguns outros 
orgaos. 
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Fig. 17.5 ■ Mutagdes no gene CF que causam fibrose cistica. A distribuigao e classificagao das mutagoes que causam fibrose cistica sao 
mostradas abaixo dos exons do gene CF. E mostrado um diagrama esquematico da proteina CFTR acima do mapa de exons para ilustrar os 
dominios da proteina que estao alterados pelas mutagoes. Cerca de 70% de todos os casos de CF resultam da mutacao A F508, que deleta a 
fenilalanina presente na posigao 508 da proteina normal CFTR. 


sao muito comuns; outras sao raras, e muitas so foram identifi- 
cadas em uma so pessoa. Varias dessas mutagoes podem ser de- 
tectadas por triagem de DNA, tais como o teste para a delegao 
A F508 ilustrada em Enfoque Tecnico: Detecgao de um Gene 
Mutante Causador de Fibrose Cistica, no Cap. 15. Estes testes 
podem ser feitos em celulas fetais obtidas por amniocentese ou 
pungao de vilosidades corionicas. Eles tambem foram feitos de 
maneira bem-sucedida em embrioes de oito celulas antes da 
implantagao produzidos por fertilizagao in vitro. A diversidade 
de mutagdes que causam CF (veja Fig. 17.5) dificulta criar tes¬ 
tes de DNA para todos os alelos mutantes CF. 

warn P0NT0SIMPORTANTES 

■ Os genes mutantes responsaveis pela doenga Huntington e pela 
fibrose cistica foram identificados por clonagem posicional. 

■ As sequences de nucleotideos dos genes huntingtina e CF fo¬ 
ram usadas para prever as sequences de aminoacidos de seus 
produtos polipeptidicos e obter informagao sobre as fungoes 
dos produtos genicos. 

■ A caracterizagao dos genes huntingtina e CF proporcionou o 
desenvolvimento de testes de DNA que detectam algumas das 
mutagoes que causam a doenga Huntington e fibrose cistica. 


DIAGNOSTIC MOLECULAR DE DOENCAS 
HUMANAS 

Genes mutantes que causam doengas humanas herdadas 
geralmente podem ser detectados por testes feitos no 
DNA genomico. 

Uma vez que o gene responsavel por uma doenga hu- 
mana tenha sido clonado e seqiienciado e a natureza das 


mutagoes que causam o disturbio seja conhecida, pode ser 
criado um teste molecular para os alelos mutantes. Esses 
testes podem ser feitos em pequenas quantidades de DNA 
usando-se PCR para amplificar o segmento de DNA de in- 
teresse (Fig. 15.11). Assim, eles podem ser feitos pre-natal- 
mente em celulas fetais obtidas por amniocentese ou pungao 
de vilosidades corionicas ou mesmo em uma unica celula de 
um pre-embriao produzida por fertilizagao in vitro. 

Alguns diagnosticos moleculares envolvem testes sim¬ 
ples quanto a presenga ou a ausencia de um sftio especffico 
de clivagem de enzima de restrigao no DNA. Por exemplo, 
a mutagao que causa anemia falciforme (Cap. 13) remove 
um sftio de clivagem da enzima de restrigao Mstll (Fig. 
17.6). O alelo Hb$ s (falciforme) pode ser diferenciado do 
alelo normal de (3-globina (Hb$ A ) amplificando-se parte do 
gene de (3-globina por PCR, cortando o DNA amplificado 
com Mstll, separando os fragmentos de restrigao resultantes 
por eletroforese em gel de agarose, preparando uma trans¬ 
ference de Southern dos fragmentos separados e hibridi- 
zando o DNA na transference com uma sonda que cobre o 
sftio da mutagao. A sonda hibridizara com dois fragmentos 
pequenos do gene de (3-globina normal, mas com apenas 
um fragmento do gene de (3-globina falciforme (Fig. 17.6). 
Assim, este teste permite a detecgao de heterozigotos bem 
como de homozigotos. 

Alternativamente, podem ser sintetizados primers de PCR 
que sao complementares a seqiiencias de DNA flanquea- 
dores da mutagao falciforme no gene Hbp S e usados para 
amplificar este segmento do DNA genomico. O DNA am¬ 
plificado pode ser tratado com Mstll e os produtos da reagao 
examinados por eletroforese em gel de agarose para verificar 
se os fragmentos amplificados foram ou nao cortados pela 
Mstll. 

Para disturbios herdados tais como doenga Huntington 
e sfndrome do X fragil, que resultam de regioes de repe- 
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Fig. 17.6 ■ Detecgao da mutagao da hemoglobina falciforme por analise de transferencia de Southern de DNA genomicos cortados 
com a enzima de restrigao A/fstll. 


ticao expandida de trinucleotideos em genes, podem ser 
usadas PCR e transferencia de Southern para detectar ale- 
los mutantes. O teste de DNA para o gene huntingtina e 
ilustrado na Fig. 17.2. Outros tipos de mutagoes podem ser 
detectados usando-se oligonucleotfdeos aleloespecificos 
como sondas em transferencias de Southern genomicas. 
Este procedimento e ilustrado para a mutacao A F508 no 
gene CF, a causa mais freqiiente de fibrose cistica, em En- 
foque Tecnico: Detecgao de um Gene Mutante Causador 
de Fibrose Cistica, no Cap. 15. Uma vez caracterizadas 
as mutagoes responsaveis por uma doenga, o desenvolvi- 
mento de testes de DNA para detectar as mais comuns 
geralmente e rotineiro. Claramente, a disponibilidade de 
testes diagnosticos para mutagoes que causam doengas hu- 
manas contribuiu muito para o campo da consulta gene- 
tica, proporcionando valiosas informagoes para famflias nas 
quais ocorre o defeito genetico. 

Hi PONTOS IMPORTANTES 

■ Genes mutantes que sao responsaveis por disturbios humanos 
herdados geralmente podem ser diagnosticados por testes de 
DNA. 

■ Os resultados de testes de DNA para genes mutantes que 
causam doengas herdadas permitem que consultores gene- 
ticos informem as famflias dos riscos de terem filhos afeta- 
dos. 


TERAPIA GENICA HUMANA 

Terapia genica - a introduqao de copias funcionais de 
um gene em um individuo com duas copias defeituosas 
do gene - e uma ferramenta potencial para o 
tratamento de doengas hereditarias humanas. 







Das aproximadamente 5.000 doen¬ 
gas humanas herdadas catalogadas ate 
hoje, apenas algumas sao atualmente 
trataveis. Para muitas destas doengas, o 
produto genico ausente ou defeituoso 
nao pode ser fornecido exogenamente, 
como insulina e dada a diabeticos. A maioria das enzimas sao 
instaveis e nao podem ser colocadas em sua forma funcional 
em locals de agao no corpo, pelo menos nao em uma forma 
que fornega atividade a longo prazo. As membranas celulares 
sao impermeaveis a moleculas grandes tais como protemas. 
Assim, as enzimas tern que ser sintetizadas nas celulas onde 
elas sao necessarias. Portanto, o tratamento de doengas her¬ 
dadas e amplamente restrito a casos em que o metabolito au¬ 
sente e uma pequena molecula que pode ser distribuida aos 
tecidos apropriados do corpo pelo sistema circulatorio, ou os 
sintomas podem ser controlados por modificagao da dieta da 
pessoa. Para muitas outras doengas herdadas, a terapia ge- 
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nica oferece o enfoque mais promissor para um tratamento 
bem-sucedido. A terapia genica envolve a adigao de uma 
copia normal (tipo selvagem) de um gene ao genorna de uma 
pessoa portadora de copias defeituosas do gene. Um gene 
que foi introduzido em uma celula ou organismo e chamado 
de transgene (gene transierido) para distingui-lo de genes 
endogenos, e o organismo que leva o gene introduzido e dito 
transgenico. Se a terapia genica for bem-sucedida, o trans¬ 
gene ira sintetizar o produto genico ausente e restaurara o 
fenotipo normal. 

Antes de considerar exemplos especificos, precisamos dis- 
cutir dois tipos de terapia genica: terapia genica de celulas 
somaticas ou nao herdavel e terapia genica herdavel ou 
de linhagem germinativa. Em animais superiores tais como 
humanos, as celulas reprodutivas ou da linhagem germinativa 
sao produzidas por uma linhagem celular separada de todas 
as celulas da linhagem somatica. Assim, a terapia genica de 
celulas somaticas tratara os sintomas da doenga da pessoa 
mas nao ira curar a doenga. Isto e, o(s) gene(s) defeituoso(s) 
ainda estara(ao) presente(s) nas celulas da linhagem germi¬ 
nativa do paciente apos terapia de celulas somaticas e pode 
ser transmitido para sua prole. Todos os tratamentos envol- 
vendo terapia genica de doengas humanas que iremos discu- 
tir aqui sao terapias genicas de celulas somaticas. A terapia 
genica de linhagem germinativa esta sendo feita em camun- 
dongos e outros animais, mas nao em humanos. 

A distingao entre a terapia genica de celulas somaticas e a 
da linhagem germinativa e importante quando discutirmos 
seres humanos. As preocupagoes geralmente manifestadas 
como “remendar a natureza” ou “brincar de Deus” aplicam- 
se a transferences de genes da linhagem germinativa, e nao 
a terapia genica de celulas somaticas. As principals conside- 
ragoes morais e eticas estao envolvidas em qualquer decisao 
sobre fazer modificagoes de genes humanos na linhagem 
germinativa. Em contraste, terapia genica de celulas soma¬ 
ticas nao e diferente de terapia enzimatica (produto genico) 
ou transplantes de celulas, tecidos e organs. Nos transplan- 
tes, orgaos inteiros, com todos os genes exogenos presentes 
no genorna de cada celula no orgao, sao implantados em 
pacientes. Em terapias genicas atuais de celulas somaticas, 
algumas das celulas do proprio paciente sao removidas, re- 
paradas e reimplantadas no paciente. Assim, a terapia genica 
de celulas somaticas e menos complexa e menos ameagadora 
a vida de uma pessoa do que um orgao transplantado. 

Para realizar uma terapia genica de celula somatica, genes 
tipo selvagem devem ser introduzidos e expressos em celu¬ 
las homozigotas ou hemizigotas* para um alelo mutante do 
gene. Em principio, o gene tipo selvagem pode ser levado 
as celulas mutantes por qualquer um dentre varios procedi- 
mentos diferentes. Mais comumente, sao usados virus para 
levar o gene tipo selvagem para as celulas. No caso de veto- 
res retrovirais, o transgene tipo selvagem e integrado, junta- 
mente com o DNA retroviral, ao DNA da celula hospedeira. 
Assim, quando vetores retrovirais sao usados, o transgene e 


transmitido para todas as celulas da prole na linhagem celu¬ 
lar afetada. 

Com outros ve tores virais, tais como os derivados de ade¬ 
novirus, os transgenes estao presentes apenas transitoria- 
mente em celulas hospedeiras, pois os genomas desses virus 
replicam-se autonomamente e persistent apenas ate que o 
sistema imunologico elimine os virus junto com as celulas 
infectadas. A vantagem desses ve tores sobre ve tores retro¬ 
virais e que nao sao introduzidas mutagoes potenciaimente 
prejudiciais durante a etapa de integragao (Cap. 13). Entre- 
tanto, eles tern duas grandes desvantagens: (1) a expressao 
transgenica e transitoria, durando apenas enquanto persistir 
a infecgao Ural, e (2) a maioria dos seres humanos exibe 
fortes respostas imunologicas a esses virus, supostamente 
devido a exposigao anterior ao mesmo \ims ou a um proxi- 
mamente relacionado. Por exemplo. nas primeiras tentativas 
de tratar fibrose cistica por terapia genica de celulas somati¬ 
cas, um vetor adenoviral levando o gene CF foi inalado pelos 
pacientes, com a esperanga de que celulas do pulmao tossem 
infectadas e produzissem suficiente quantidade do produto 
do gene CF para aliviar alguns dos sintomas da doenca. Infe- 
lizmente, esses tratamentos nao foram eficazes. pelo inenos 
em parte devido a rapidas respostas imunologicas a :a:s virus 
nas pessoas que receberam os tratamentos. 

Com doengas tais como fibrose cistica. err. cue terapia 
genica eficaz ira precisar de expressao transgenica de Ion go 
prazo, os ve tores adenovirais padrdes provavelmente nao 
funcionarao. Como a expressao transgenica e temporaria, os 
tratamentos precisarao ser repetidos periodicamente. Entre- 
tanto, considerando que as respostas imunologicas secunda- 
rias sao muito rapidas e eficientes Cap. 23), os tratamentos 
subseqiientes com o mesmo vetor viral provavelmente serao 
ineficazes. 

A terapia genica humana e feita sob orientagoes estritas 
desenvolvidas pelo National Institutes of Health (NIH). 
Cada procedimento proposto de terapia genica e reUsto por 
comites tanto em nivel local (instituicao ou centro medico) 
quanto nacional (NIH). Varios requisites devem ser a ten- 
didos antes que seja aprovado um procedimento de terapia 
genica: 

1. O gene deve ter sido clonado e bem caracterizado; isto 
e, deve estar disponivel em forma pura. 

2. Deve estar disponivel um metodo eficiente para intro- 
duzir o gene no(s) tecido(s) ou nas celulas desejadas. 

3. Os riscos da terapia genica para o paciente devem ter 
sido cuidadosamente avaliados e demonstrados como 
minimos. 

4. A doenga nao deve ser tratavel por outras estrategias. 

5. Devem estar disponiveis dados de experimentos pre- 
liminares com modelos animais ou celulas humanas e 
deve ser indicado que a terapia genica proposta deve 
ser eficaz. 

Uma proposta de terapia genica nao sera aprovada pelos 
comites local e nacional ate que eles estejam convencidos 


*N.T.: Caso houvesse uma dele^ao de um alelo normal. 
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de que todas as condigoes citadas foram atendidas. Alem 
disso, corn a inorte infeliz de Jesse Gelsinger em setembro 
de 1999, um rapaz com 18 anos de idade que tdnha defi¬ 
ciency de ornitina-transcarbamilase, em conseqiiencia de 
uma intensa reacao imunologica ao vetor adenoviral usado 
em sua terapia genica experimental, os comites de revisao 
estao sendo especialmente cautelosos em sua avaliacao das 
propostas de terapia genica. 

O primeiro uso de terapia genica em humanos ocorreu 
em 1990, quando uma menina de quatro anos de idade com 
doenca de imunodeficiencia combinada grave por defici¬ 
ency de adenosina-desaminase (ADA"SCID) recebeu seu 
primeiro tratamento com um transgene. Varios outros pa- 
cientes com ADA" SCID foram subseqiientemente tratados, 
juntamente com algumas pessoas portadoras de outros dis- 
turbios hereditarios. SCID e uma rara doenga autossomica do 
sistema imunologico. Pessoas com SCID essencialmente nao 
tern sistema imunologico, e assim a menor infecgao pode tor- 
nar-se grave e geralmente fatal. Alguns pacientes com SCID 
nao tern uma enzima chamada adenosina-desaminase (ADA). 
Na ausencia desta enzima, acumulam-se nfveis toxicos da 
forma fosforilada de seu substrato, desoxiadenosina, nos lin¬ 
focitos T (globulos sangiimeos brancos essenciais para uma 
resposta imunologica) e as matam. Os linfocitos T estimulam 
celulas chamadas linfocitos B a desenvolver-se em plasmoci- 
tos produtores de anticorpos. Assim, na ausencia de linfocitos 
T, nao e possfvel uma resposta imunologica, e neonatos com 
ADA" SCID raramente vivem mais que alguns anos. 

Quatro fatores tornaram a ADA" SCID um bom candi- 
dato para terapia genica de celulas somaticas. Primeiro, o 
gene ADA foi um dos primeiros genes de doengas humanas 
a serem clonados e caracterizados. Segundo, leucocitos po- 
dem ser facilmente obtidos de pacientes com ADiV SCID e 
reintroduzidos apos serem adicionadas copias funcionais do 
gene ADA. Terceiro, mesmo uma pequena quantidade de 
ADA funcional ira restaurar a fungao imunologica partial. 
Quarto, a hiperprodugao de ADA nao parece ter efeitos to¬ 
xicos no paciente. 


Como um pre-requisito para terapia genica, um vetor de 
transference genica retroviral foi construfdo com o gene 
ADA humano sob o controle de um forte promotor viral 
(Fig. 17.7), e a expressao do gene quimerico foi demons- 
trada em leucocitos infectados com o vetor retroviral. O tra¬ 
tamento atual de ADA SCID por terapia genica envolve 
quatro etapas seqiienciais: (1) isolamento de leucocitos do 
paciente, (2) introdugao de copias funcionais do gene ADA 
nestas celulas, (3) demonstragao de expressao do transgene 
nestas celulas e (4) infusao das celulas transgenicas no pa¬ 
ciente (Fig. 17.8). 

Embora o numero de pacientes com ADA SCID que 
foram tratados por terapia genica ainda seja pequeno, to- 
dos esses pacientes continuaram a receber tratamentos com 
ADA purificada, e a terapia resultou em melhora do funcio- 
namento imunologico. Amaioria esta frequentando colegios 
normais, e alguns sobreviveram a doengas infecciosas tais 
como variola. Esperava-se que os efeitos de terapia genica 
usando leucocitos teria vida curta devido ao limitado tempo 
de vida destas celulas. Assim, infusoes repetidas de leucocitos 
levando genes ADA funcionais tern sido feitas nos pacientes. 
O principal problema encontrado nas tentativas de tratar 
pacientes com ADA" SCID por terapia genica nao tern sido 
o curto tempo de vida dos leucocitos, mas a expressao tem- 
poraria dos transgenes ADA introduzidos. Dentro de poucas 
semanas apos o tratamento, a transcrigao do transgene ADA 
parou. A atividade dos promotores virais que controlam esta 
transcrigao aparentemente cessou, indicando que e necessa- 
ria pesquisa adicional para compreender por que transgenes 
geralmente sao silenciados (expressao desligada) em seus no- 
vos hospedeiros. 

Para evitar as limitagoes ressultantes da vida curta dos 
leucocitos, as celulas tronco da medula ossea que originam 
os leucocitos (Cap. 23) podem ser usadas para tratar distiir- 
bios imunologicos tais como ADA" SCID. As celulas tronco 
modificadas devem produzir continuamente linfocitos T 
com o transgene ADA e podem fornecer um tratamento 
permanente ou de longo prazo da doenga. Terapia genica de 
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Fig. 17.7 ■ Construgao do vetor 
SAX para transferencia do gene de 
adenosina-desaminase humana (ADA) 
(para virus 40 de simios, ADA, sftio 
Xhol). Neste vetor, a expressao da 
sequencia codificante ADA humana 
e controlada por um promotor 
forte obtido do virus 40 de simios. 

O gene NEO R torna as celulas 
resistentes aos antibioticos neomicina, 
canamicina e G418. LTR refere-se as 
longas repetiqoes terminals do virus 
Moloney de leucemia murina; \\f e uma 
sequencia de DNA necessaria para 
embalar o vetor de DNA em virions. 
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durante a vida de 
leucocitos infundidos; 
mas o tratamento 
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Fig. 17.8 ■ Tratamento genico a partir de celulas somaticas da doenca imunodeficiencia combinada grave por deficiencia de adenosina- 
desaminase (ADA" SCID). A ADA" SCID resulta de perda ou ausencia de atividade da enzima adenosina-desaminase (ADA). A terapia genica 
e feita isolando-se leucocitos do paciente, introduzindo uma copia tipo selvagem do gene ADA nestas celulas com urn vetor retroviral, 
verificando a expressao do transgene em celulas cultivadas e introduzindo os leucocitos transformados de volta no paciente. 


celulas tronco foi primeiro usada para tratar duas criancas 
com ADA" SCID em 1993, e este procedimento sem duvida 
sera o metodo de escolha no futuro. 

Durante o ano 2000, medicos ingleses e franceses fizeram 
o que na epoca parecia ser o primeiro tratamento de terapia 
genica de celulas somaticas bem-sucedido de pessoas com 
uma doenca hereditaria fatal. Eles trataram meninos com 
um tipo de SCID similar a xADA" SCID ja discutida mas 
causada por mutagoes em um gene no cromossomo X. Essa 
SCID ligada ao X resulta de perda ou inativagao da subuni- 
dade y do receptor de interleucina-2. Lnterleucina-2 e uma 
molecula sinalizadora necessaria para o desenvolvimento de 
celulas do sistema imune. Entretanto, o polipeptfdeo y do 
receptor de interleucina-2 tambem e um componente de 
varios outros fatores de crescimento especificos de linfoci¬ 
tos. Coletivamente, eles estimulam o desenvolvimento de 
linfocitos B e T, celulas necessarias para a producao de plas- 
mocitos produtores de anticorpos e celulas T killer , respecti- 
vamente (veja Cap. 23). Na ausencia do polipeptideo y, uma 
pessoa nao tern sistema imunologico funcional e raramente 
sobrevive por mais de alguns anos. 


Como pessoas com ADA" SCID, meninos com SCID li¬ 
gada ao X parecem ser bons candidates a tratamento por te¬ 
rapia genica de celulas somaticas. Assim, o gene codificante 
da subunidade y do receptor de interleucina-2 humano foi 
clonado, inserido em um vetor retroviral, introduzido em 
celulas tronco do sistema hematopoietico (precursoras de 
celulas do sistema circulatorio) isoladas de pacientes com 
SCID ligada ao X e verificado quanto a expressao genica 
enquanto as celulas ainda estavam no meio de cultura. Apos 
verificar a expressao do gene (chamado de ILZRyc, de re¬ 
ceptor y de interleucina-2 comum), as celulas tronco foram 
transfundidas de volta para os pacientes com SCID dos 
quais haviam sido isoladas. Durante os dois anos seguintes, 
14 meninos com SCID ligada ao X foram tratados. Em 
todos os 14 casos, a terapia genica curou a imunodeficien¬ 
cia, resultando em niveis normais de celulas T dentro de 
alguns meses apos o tratamento. Assim, por dois anos, tudo 
indicava que a terapia genica ha via sido um grande sucesso. 
Entao um dos meninos desenvolveu uma leucemia de ce¬ 
lulas T aguda, um cancer dos leucocitos. Posteriormente, 
a mesma leucemia de celulas T foi detectada em outro dos 
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pacientes da terapia genica. Claramente, algo tinha dado 
errado. 

Uma vantagem dos vetores retrovirais e que eles se iiise- 
rem nos cromossomos de celulas hospedeiras e, portanto, sao 
transmitidos para as celulas da prole durante a divisao celular. 
Entretanto, como os elementos de transposigao, eles podem 
causal* mutagao inserindo-se em genes de celulas hospedeiras 
(veja Fig. 13.24). Alem disso, alguns DNA retrovirais aumen- 
tam a expressao de genes proximos a seus locais de integra- 
cao, e o vetor (derivado de componentes do virus da leucemia 
murina Moloney) usado para introduzir o gene IL2Ryc em 
pacientes com SCID ligada ao X era deste tipo. 

Quando foi determinada a localizacao do DNA viral por- 
tador do gene lL2Ryc nos dois meninos que desenvolveram 
leucemia, o vetor foi encontrado no mesmo gene em ambos 
os casos (Fig. 17.9). O DNA retroviral havia se integrado em 
um gene que se sabia estar associado a leucemia linfoblastica 
aguda de celulas T (ALL de celulas T) em pessoas portado- 
ras de um unico cromossomo translocado. A translocagao 
havia fundido o gene 70^(3 (subunidade p do receptor de 
celulas T) no cromossomo 7 com a regiao 5’ do gene LM02 
(so LIM) no cromossomo 11 (Fig. 17.9 a e b). LM02 codi- 


fica uma proteina que e essencial para a formagao de alguns 
complexos fatores de transcrigao. A expressao de LM02 e 
normalmente hiporregulada durante o desenvolvimento de 
celulas T. Quando e hiperexpresso em celulas T, ele estimula 
a divisao celular. Como tal, LM02 e classificado como um 
protoncogene, um gene que pode tornar-se um oncogene 
causador de cancer por mutagao ou expressao alterada (veja 
Cap. 24). De fato, LM02 e hiperexpresso nas celulas T de 
pessoas com leucemia aguda, resultando da translocagao 
mostrada na Fig. 17.9^ e da integragao do DNA retroviral 
portador do gene IL2Ryc em pacientes com SCID ligada ao 
X tratados com terapia genica (Fig. 17.9r e d). 

Cientistas sabiam ha muitos anos que havia algum risco 
de que os vetores retrovirais usados na terapia genica podiam 
causar mutagoes integrando-se aos genes. Entretanto, o risco 
era considerado pequeno. Se um vetor se integra aleatoria- 
mente ao genoma humano (3 x 10 9 pares de nucleotideos), 
a chance de que o vetor seja inserido em um gene especifico 
seria de cerca de 1 em um milhao. Entretanto, sabe-se que 
vetores retrovirais se inserem preferencialmente em genes 
expressos. Considerando que existem cerca de 25.000 genes 
no genoma humano, mesmo que todas as insergoes sejam em 
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(c) Srtio de insercao de DNA retroviral no menino 1 com leucemia. 
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(d) Si'tio de insercao de DNA retroviral no menino 2 com leucemia. 


Fig. 17.9 ■ O gene LM02 (gene 2 LIM) codifica 
uma pequena proteina (156 aminoacidos) que 
funciona como uma ponte unindo diferentes fatores 
de transcrigao. Ele foi identificado em estudos 
de pessoas com leucemia linfoblastica aguda de 
celulas T (ALL de celulas T, um cancer que afeta 
leucocitos). (a) Nesses pacientes, ocorreu uma 
translocagao entre os cromossomos 7 e 11. Essa 
translocagao moveu o gene TCRp (subunidade (3 
do receptor de celulas T) no cromossomo 7 para 
perto do gene LM02 no cromossomo 11 e resultou 
na hiperexpressao de LM02. Quando hiperexpresso, 
LM02 comporta-se como um oncogene (gene 
causador de cancer; veja Cap. 24) em uma via que 
resulta em leucemia de celulas T. ( b) As estruturas 
do gene LM02 tipo selvagem e do mRNA. O gene 
contem seis exons, com os exons 4-6 codificando 
a proteina LM02. Sao mostradas as posigoes dos 
sitios de inicio da tradugao (ATG) e de termino (TAA). 
Nos dois pacientes submetidos a terapia genica que 
desenvolveram leucemia, o vetor retroviral portador 
do gene IL2Ryc (subunidade comum codificante do 
receptor gama de interleucina-2) integrou (c) os exons 
1 e 2 (menino 1) ou (d) o exon 1 antecessor (menino 
2). Em ambos os casos, o DNA retroviral integrado 
aumentou a expressao do gene LM02 nos leucocitos, 
onde sua expressao normalmente e diminuida. 
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genes, a insergao aleatoria de vetores em genes atingiria um 
determinado gene com uma probabilidade de cerca de 1 em 
25.000. Obviamente, com 2 dentre 15 insergoes ocorrendo 
dentro do gene LM02 , as insergoes nao estao ocorrendo 
aleatoriamente. Ao contrario, este vetor particular exibe 
uma forte tendencia de se inserir no gene LM02. Evidencias 
recentes mostraram que outro dos meninos tratados para 
SCID ligada ao X com este vetor tern o gene IL2Ryc/DNA 
vetor inserido perto do gene LM02. No momento, ele nao 
exibe sintomas de leucemia. 

Claramente, ainda temos muito o que aprender antes que 
a terapia genica possa ser usada como um tratamento eficaz 
para doengas hereditarias humanas. Precisamos de vetores 
mais seguros e precisamos aprender como regular a expres- 
sao dos genes nesses vetores. Quanto tempo demorara para 
que sejam desenvolvidos protocolos eficazes e seguros de 
terapia genica? Nao temos uma resposta a esta pergunta. 
Entretanto, podemos prever que havera uma epoca em que a 
terapia genica sera usada rotineiramente e com seguranga no 
tratamento de doengas hereditarias humanas. 

Os protocolos atuais de terapia genica de celulas somaticas 
sao procedimentos de adigao de genes. Eles simplesmente 
adicionam copias funcionais do gene que esta defeituoso no 
paciente aos genomas de celulas receptoras. Eles nao substi- 
tuem o gene defeituoso com um gene funcional. Na verdade, 
os genes introduzidos sao inseridos aleatoriamente, ou quase 
aleatoriamente, em sftios dos cromossomos das celulas hos- 
pedeiras. O protocolo ideal de terapia genica substituiria o 
gene defeituoso por um gene funcional. As substituigoes 
de genes seriam mediadas por recombinagao homologa e 
colocariam o gene introduzido em seu local normal no ge- 
noma hospedeiro. Em humanos, substituigoes genicas sao 
geralmente referidas como transferencias genicas direcionadas. 
Oliver Smithies e colaboradores primeiro usaram recombi¬ 
nagao homologa para direcionar sequencias de DNA para o 
locus de (3-globina de celulas humanas de culturas de tecidos 
em 1985. Entretanto, a freqiiencia da transferencia do gene 
direcionado era muito baixa (cerca de 10"'). Desde entao, 
Smithies, Mario Capecchi e outros desenvolveram vetores 
de direcionamento genico melhorados e estrategias de se- 
legao. Como resultado, sao possfveis substituigoes genicas 
direcionadas mais eficientes, e celulas com a substituigao ge¬ 
nica desejada podem ser mais facilmente identificadas. No 
futuro, substituigoes genicas direcionadas provavelmente se- 
rao o metodo de escolha para tratamento por terapia genica 
de celulas somaticas de doengas humanas. 

mm P0NT0SIMPORTANTES 

■ A terapia genica envolve a adigao de uma copia normal (tipo 
selvagem) de um gene ao genoma de uma pessoa que possui 
copias defeituosas do gene. 

■ Embora a terapia genica de celulas somaticas restaure efeti- 
vamente o funcionamento imunologico em meninos com do- 
enga de imunodeficiencia combinada grave ligada ao X, tres 
dos meninos subsequentemente desenvolveram leucemia ou 
disturbios do tipo leucemia. 


■ A terapia genica de celulas somaticas e promissora para o tra¬ 
tamento de muitas doengas humanas hereditarias; entretanto, 
os resultados ate hoje foram desapontadores. 


FINGERPRINTS DE DNA 

Os fingerprints de DNA - padroes registrados de 
polimorfismos de DNA - proporcionaram forte 
evidencia de identidade ou nao-identidade de uma 
pessoa. 

Os fingerprints tern um papel central na identificagao 
humana ha decadas. Eles fornecem a evidencia central que 
coloca um suspeito na cena de um crime. O uso finger¬ 
prints em casos forenses e baseado na premissa de que nao 
existem duas pessoas com impressoes digitais identicas. Si- 
milarmente, exceto gemeos identicos, nao existem duas pes¬ 
soas com genomas de mesmas sequencias de nucleotfdeos. O 
genoma con tern 3 x 10 9 pares de nucleotfdeos. Cada sftio e 
ocupado por um dos quatro pares de bases no DNA. Muitas 
substituigoes de pares de bases sao silenciosas; elas ocorrem 
em sequencias nao codificantes nao essenciais ou em posigoes 
genomicas que correspondent a terceira base de codons e nao 
mudam as sequencias de aminoacidos do produto genico de- 
vido a redundancia do codigo. Portanto, tais substituigoes de 
pares de nucleotfdeos acumulam-se nos genomas durante o 
curso da evolugao. Alem disso, duplicagoes e delegoes de se¬ 
quencias de DNA e outros rearranjos genomicos contribuem 
para a divergencia evolutiva dos genomas. Evidencias recen¬ 
tes demonstraram que o genoma humano contem grandes 
famflias de polimorfismos de DNA de muitos tipos diferen- 
tes, polimorfismos que podem fornecer valiosas evidencias 
em casos de identidade incerta. Esses polimorfismos podem 
ser usados para produzir fingerprints de DNA, padroes es- 
pecfficos de bandeamento em transferences de Southern de 
DNA genomico clivado com uma enzima de restrigao especf- 
fica e hibridizado com sondas apropriadas de DNA. 

O poder e a utilidade do procedimento de fingerprinting 
de DNA em casos de identificagao de pessoas sao obvios para 
qualquer um que conhega genetica molecular e as tecnicas 
usadas na produgao de impressoes de DNA. As controversias 
quanto ao uso dos fingerprints de DNA em casos forenses es¬ 
tao relacionadas com a competencia dos laboratorios de pes- 
quisa envolvidos, com a probabihdade de erro humano em 
produzir as impressoes e com os metodos para calcular a pro¬ 
babilidade de que duas pessoas tenham fingerprints identicos. 
Para fazer estimativas precisas da probabilidade de impressoes 
identicas, pesquisadores devem ter informagoes confiaveis so- 
bre a freqiiencia dos polimorfismos na populagao em questao. 
Por exemplo, se a endogamia (reprodugoes entre indmduos 
aparentados) e comum na populagao, a probabilidade defin- 
geipfints identicos ira aumentar. Assim, estimativas precisas 
da probabilidade de que dois indivfduos tenham fingerprints 
correspondentes requerem informagoes confiaveis sobre as 
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Fig. 17.10 ■ Diagrama simplificado do uso de numero variavel 
de repetigoes em tandem na preparagao de fingerprints de DNA. 


freqliencias dos polimorfismos na populagao relevante. Dados 
obtidos de uma populagao nunca devem ser extrapolados para 
outra populagao, pois freqiiencias difere ntes de polimorfis¬ 
mos podem estar presentes em populates diferentes. 

O fingerprint de DNA fornece uma poderosa ferramenta 
forense se for apropriadamente usado. Fingerprints de DNA 
podem ser preparados a partir de quantidades pequenas de 
sangue, semen, bulbos capilares ou outras celulas. O DNA 
e extraido destas celulas, amplificado por PCR e analisado 
com sondas de DNA cuidadosamente escolhidas pelo pro- 
cedimento de transference de Southern (Cap. 15). Finger¬ 
print as vezes pode ser feito com DNA isolado de tecidos 
preservados de pessoas muito depois de sua morte. Como 
previamente mencionado, o genoma humano contem varias 
sequencias curtas de DNA que estao presentes como repe¬ 
tigoes em tandem de tamanhos variados em muitos locais 
cromossomicos. Esses mimeros variaveis de repetigoes em 
tandem, ou VNTR, sao componentes importantes dos fin¬ 
gerprints de DNA (Fig. 17.10). Embora aplicaveis em todos 
os casos de identidade questionavel, eles se mostraram espe¬ 
cial mente uteis em casos forenses e de paternidade. 


Testes de Paternidade 

No passado, casos de incerteza de paternidade geralmente 
eram decididos comparando-se os tipos sangiiineos da 


crianga, da mae e dos possiveis pais. Dados de grupos san- 
giimeos podem ser usados para provar que homens com de- 
terminados grupos sangiiineos nao poderiam ser o pai da 
crianga. Infelizmente, tais comparagoes de tipo sangiimeo 
contribuem pouco para uma identificagao positiva do pai. 
Em contraste, os fingerprints de DNA nao so excluem pais 
identificados erradamente como tambem chegam perto de 
uma identificagao positiva do verdadeiro pai. Amostras de 
DNA sao obtidas de celulas da crianga, da mae e dos pos¬ 
siveis pais, e os fingerprints de DNA sao preparados como 
descrito na Fig. 17.10. Quando sao comparados os finger¬ 
prints , todas as bandas na impressao do DNA da crianga de¬ 
vem estar presentes nas impressoes de DNA combinadas 
dos genitores. Para cada par de cromossomos homologos, 
a crianga tern que ter recebido um de cada genitor. Assim, 
aproximadamente metade das bandas na impressao do DNA 
da crianga resultara de sequencias de DNA herdadas da mae 
e metade de sequencias de DNA herdadas do pai. 

A Fig. 17.11 mostra os fingerprints de DNA de uma 
crianga, da mae e de dois homens suspeitos de serem o pai 
da crianga. Neste caso, as impressoes de DNA indicam que o 
segundo suspeito e provavelmente o pai biologico da crianga. 
A precisao dos fingerprints de DNAna identificagao das rela- 
goes pai-filho pode ser acentuada aumentando-se o numero 
de sondas de hibridizagao usadas na analise. Com o uso de 
mais sondas, mais polimorfismos podem ser examinados e 
uma proporgao maior dos genomas da crianga e dos geni¬ 
tores pode ser comparada. O resultado e uma identificagao 
mais confiavel. 

Aplicagoes Forenses 

Fingerprints de DNA foram primeiro usados como evidencia 
em um caso criminal em 1988. Em 1987, um juiz na Florida 
negou a solicitagao do promotor de apresentar interpreta- 
goes estatisticas de evidencias de DNA contra um acusado de 
estupro. Apos um julgamento errado, o suspeito foi liberado. 
Tres meses depois, ele estava novamente no tribunal, acu¬ 
sado de outro estupro. Desta vez, o juiz permitiu que o pro¬ 
motor apresentasse uma analise estatistica dos dados, com 
base em levantamentos populacionais apropriados. A analise 
mostrou que o fingerprint de DNA preparado a partir de se¬ 
men recuperado da vitima tinha uma probabilidade de cerca 
de um em 10 bilhoes de que a correspondencia do fingerprint 
do DNA do suspeito fosse apenas por acaso. Desta vez, o 
suspeito foi condenado. Nao ha duvida quanto ao valor do 
teste de DNA em casos forenses deste tipo quando uma boa 
amostra de celulas ou tecidos e obtida da cena do crime. Se 
forem feitos cuidadosamente por cientistas treinados e inter- 
pretados com base em dados das distributes populacionais 
dos polimorfismos envolvidos, os fingerprints de DNA po¬ 
dem ser uma ferramenta muito necessaria e poderosa para a 
contmua luta contra o crime. 

A Fig. 17.12 ilustra um tipo d e fingerprint de DNA usado 
em casos forenses, os VNTR. O fingerprint de DNA pre- 
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Fig. 17.12 ■ Fingerprints de DNA preparados de DNA isolado de 
uma mancha de sangue no local de um crime e de sangue obtido 
de tres pessoas suspeitas de cometer o crime. As setas indicam 
fragmentos de DNA do suspeito 1 - nao presentes nos suspeitos 
2 ou 3 - que correspondem a mancha de sangue da cena do crime. 


Fig. 17.11 ■ Fingerprints de DNA de uma mae, seu filho e dois 
homens, cada um dos quais diz ser o pai da crianqa. As setas marcam 
as bandas que identificam o homem n° 2 como o pai biologico. 


parado com uma mancha de sangue de uma cena de crime 
corresponde as impressoes de DNA do suspeito 1, mas nao 
as dos outros dois suspeitos. Logicamente, essa correspon¬ 
dence de DNA em si nao prova que o suspeito 1 tenha co- 
metido o crime, mas, se combinada com impressoes de DNA 
adicionais e evidencias de apoio, pode dar fortes indicates 
de que o suspeito 1 tenha estado na cena do crime. Talvez, 
mais importante, essas impressoes mostrem claramente que 
as celulas sangiiineas na mancha nao sejam dos outros dois 
suspeitos. Assim, os fingerprints de DNA sao valiosos em 
reduzir a frequencia de condena^oes erradas. 

Combinando os fingerprints de VNTR produzidos com 
manchas usando-se outros tipos de sondas de DNA, a pos- 
sibilidade de que os fingerprints de DNA de duas pessoas 
correspondam apenas por acaso pode ser praticamente eli- 


minada. A logica subjacente ao uso d t fingerprints de DNA 
para identificar pessoas e que o DNA de cada pessoa tern 
uma seqiiencia unica de nucleotideos. A despeito da explo- 
sao da populagao humana, existem muito mais combinacoes 
possiveis dos quatro pares de bases em um genoma humano 
de 3 x 10 9 pares de bases do que humanos em nosso planeta. 
Assim, exceto no caso de gemeos idendcos*, nao existem 
dois seres humanos que tenham genomas identicos. Os fin¬ 
gerprints de DNA fornecem uma ferramenta por meio da 
qual estas diferengas podem ser detectadas e registradas, 
como ha decadas sao registradas as impressoes digitais. 

wtm PONTOSIMPORTANTES 

■ Os fingerprints de DNA detectam e registram polimorfismos 
nos genomas de individuos. 

■ As impressoes do DNA fornecem forte evidencia da identidade 
individual, evidencia que pode ser extremamente valiosa em 
casos forenses e de paternidade. 


*N.T.: Na verdade, nem mesmo os gemeos monozigoticos sao 100% iden¬ 
ticos. Voce imagina por que? 
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PRODU^AO DE PROTEINAS EUCARIOTICAS 
EM BACTERIAS 

A insulina humana, o hormonio de crescimento 
humano, e outras proteinas eucarioticas valiosas 
podem ser produzidas economicamente em bacterias 
geneticamente modificadas. 

Por decadas, microrganismos tem sido usados para ge- 
rar produtos importantes para seres humanos. Estamos todos 
dentes do impacto dos antibioticos na saude humana. Poucos 
de nos estao dentes de sua importancia economica. O valor 
total de mercado de antibioticos nos EUA e de mais de US$ 
2 bilhoes anuais. Microbios tambem tem papeis importantes 
na produgao de muitos outros materiais, como drogas contra 
fungos, aminoacidos e vitaminas. Hoje em dia, gragas a en- 
genharia genetica, bacterias estao sendo usadas na produgao 
de importantes proteinas eucarioticas tais como insulina hu¬ 
mana, hormonio de crescimento humano e toda a familia de 
interferons humanos. Alem disso, microbios geneticamente 
modificados estao sendo usados para sintetizar valiosas en- 
zimas e outras moleculas organicas e para fornecer uma ma- 
quinaria metabolica visando a desintoxicagao de poluentes e 
conversao de biomassa em compostos combustfveis. 

Hormonio de Crescimento Humano 

Em 1982, a insulina humana tornou-se o primeiro sucesso 
comercial das novas tecnologias de DNA recombinante no 


campo farmacologico. Desde entao, varias outras proteinas 
humanas com valor medicinal foram sintetizadas em bac¬ 
terias. Algumas das primeiras proteinas humanas a serem 
produzidas em microrganismos foram o fator VIII de coa- 
gulagao sangiimea (que esta ausente em pessoas com um tipo 
de hemofilia), ativador de plasminogenio (uma proteina que 
desfaz coagulos sangiifneos) e o hormonio de crescimento 
humano (uma proteina deficiente em alguns tipos de na- 
nismo). Como exemplo, examinemos a smtese do hormonio 
de crescimento humano (hGH) em E. coli. O hGH, que 
e necessario para crescimento normal, e uma unica cadeia 
polipeptidica com 191 aminoacidos de tamanho. Em con¬ 
tras te com a insulina, os hormonios de crescimento porcino 
e bovino nao funcionam em humanos. Apenas hormonios 
de crescimento de humanos ou primatas proximamente re- 
lacionados funcionam em humanos. Assim, antes de 1985, a 
principal fonte de hormonio de crescimento adequado para 
o tratamento de humanos era de cadaveres humanos. 

Para obter expressao em E. coli , a sequencia codificante 
de hGH deve ser colocada sob o controle de elementos re- 
guladores de E. coli. Portanto, a sequencia codificante de 
hGH foi unida a seqiiencias de promotor e de ligagao ao 
ribossomo do operon lac de E. coli (um conjunto de genes 
codificantes de proteinas necessarias para crescimento no 
agucar lactose; veja Cap. 20). Para isto, foi usado um sitio de 
clivagem de H^III na trinca de pares de nucleotideos que 
especificam o codon 24 do hGH para fundir uma sequencia 
sintetica de DNA codificante dos aminoacidos 1-23 a uma 
sequencia parcial de cDNA codificante dos aminoacidos 
24-191. Esta unidade foi entao inserida em um plasmfdeo 
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F ig. 17.13 ■ Estrutura do primeiro vetor usado para produzir o hormonio de crescimento humano (hGH) em £ coli. O gene amp' fornece 
resistencia a ampicilina, ori e a origem de replica^ao do plasmfdeo. Os aminoacidos sao numerados de um a 191 come^ando no terminal amino. 
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que leva os sinais reguladores de lac e introduzida em E. coli 
por transformagao. A estrutura do primeiro plasmideo usado 
para produzir hGH em E. coli e mostrada na Fig. 17.13. 

O hGH produzido em E. coli nestes primeiros experi- 
mentos continha metionina na ponta amino (a metionina 
especificada pelo codon iniciador ATG). O hGH nativo 
tern uma fenilalanina aminoterminal; uma metionia esta 
inicialmente presente, mas ela e removida enzimatica- 
mente. E. coli tambern remove muitas metioninas amino- 
terminais pos-traducionalmente. Entretanto, a remogao 
da metionina aminoterminal depende da seqiiencia, e as 
E. coli nao removem a metionina aminoterminal do hGH. 
Todavia, o hGH sintetizado em E. coli e totalmente ativo 
em humanos a despeito da presenga do aminoacido extra. 
Mais recentemente, uma seqiiencia de DNA codificante 
de um peptideo de sinal (a seqiiencia de aminoacidos ne- 
cessaria para transporte de protemas atraves das membra- 
nas) foi adicionada a um gene HGH construido e similar 
ao mostrado na Fig. 17.13. Com a seqiiencia de sinal adi¬ 
cionada, o hGH e tanto secretado quanto corretamente 
processado; isto e, a metionina e removida com o resto 
do peptideo de sinal durante o transporte do produto pri- 
mario de tradugao atraves da membrana. Este produto e 
identico ao hGH nativo. Em 1985, o hGH tornou-se o 
segundo farmaco geneticamente construido a ser aprovado 
para uso pela U. S. Food and Drug Administration. A in- 
sulina humana produzida em E. coli foi aprovada para uso 
por diabeticos em 1982. 

Protemas com Aplicagoes Industrials 

Algumas enzimas com importantes aplicagoes industrials 
foram produzidas por muitos anos usando-se microrganis- 
mos para fazer a sua smtese. Por exemplo, proteases foram 
produzidas pelo Bacillus lichenifoi-mis e outras bacterias. Tais 
proteases foram amplamente empregadas como auxiliares 
em detergentes e em menores quantidades como amaciantes 
de carnes e auxiliares digestivos em ragoes animais. Amila- 
ses tern sido amplamente usadas para degradar carboidratos 
complexos tais como amido em glicose. A glicose e entao 
convertida em frutose com a enzima glicose-isomerase, e 
essa frutose e usada como adogante de alimentos. As amila- 
ses e a glicose-isomerase sao todas feitas por processos mi- 
crobiologicos. 

A protema renina e usada para fazer queijos. Antes do ad- 
vento da engenharia genetica, a renina era extraida do quarto 
estomago de bovinos. Bacterias geneticamente modificadas 
hoje sao usadas para a produgao comercial de renina. Tais 
exemplos sao todos de protemas que tiveram importantes 
aplicagoes industrials por algum tempo. No futuro, pode- 
mos esperar que muitas enzimas adicionais sejam produzidas 
e usadas em aplicagoes industrials em razao da facilidade de 
produzir tais protemas por meio de microrganismos recom- 
binantes (ou por plantas e animais transgenicos; veja a segao 
seguinte). 


■H PONTOS IMPORTANTES 

■ Protemas valiosas que so podem ser isoladas de eucariontes 
em pequenas quantidades e a um grande custo agora podem 
ser produzidas em grandes quantidades em bacterias genetica¬ 
mente modificadas. 

■ Protemas tais como insulina humana e hormonio de cresci- 
mento humano sao farmacos valiosos usados para tratar dia- 
bete e nanismo hipofisario, respectivamente. 


PLANTAS E ANIMAIS TRANSGENICOS 

Genes exogenos sinteticos, modificados ou outros 
podem ser introduzidos em plantas e animais, e os 
organismos transgenicos resultantes podem ser usados 
para estudar as fungoes dos genes, para produzir novos 
produtos ou para servir como modelos animais de 
estudos sobre doengas humanas hereditarias. 

Embora as primeiras moleculas de DNA recombinante 
tenham sido construfdas e expressas em microrganismos, 
hoje estao disponfveis metodos que permitem que genes 
exogenos ou sinteticos sejam introduzidos e expressos em 
plantas e animais superiores. Embora uma discussao com- 
pleta dos metodos usados para produzir plantas e animais 
transgenicos esteja alem do escopo deste livro, vamos discu- 
tir alguns dos procedimentos comumente usados e algumas 
das aplicagoes iniciais de tecnologias de DNA recombinante 
em cruzamentos de plantas e animais. 

Animais Transgenicos: Microinje^ao de 
DNA em Zigotos 

Dois metodos sao predominantemente usados para produzir 
animais transgenicos: (1) microinjegao de DNA em zigotos 
e (2) infecgao de embrioes pre-implantagao com vetores re- 
trovirais. So discutiremos aqui o procedimento de microin¬ 
jegao. Veja na Fig. 17.8 uma ilustragao do procedimento 
retroviral. 

A maioria dos animais transgenicos estudados hoje em 
dia foram produzidos por microinjegao de DNA em zigo¬ 
tos. Antes da microinjegao, os ovocitos sao removidos ci- 
rurgicamente do genitor feminino e sao fertilizados in vitro. 
O DNA e entao microinjetado no pro-nucleo masculino (o 
niicleo haploide contribuido pelo espermatozoide, antes da 
fusao nuclear) do ovocito fertilizado por meio de uma agulha 
de vidro com ponta muito fina (Fig. 17.14). Geralmente, 
centenas a milhares de copias do gene de interesse sao inje- 
tadas em cada ovocito fertilizado, e em geral podem ocorrer 
varias integragoes. Surpreendentemente, quando varias co¬ 
pias se integrain ao genoma, em geral o fazem em tandem, 
em um unico sitio cromossomico. A integragao de molecu¬ 
las de DNA injetadas parece ocorrer em sitios aleatorios no 
genoma. 
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Fig. 17.14 ■ A produgao de animais transgenicos por microinjegao 
de DNA em ovocitos fertilizados. 


Como o DNA e injetado no ovocito fertilizado, a inte- 
gragao das moleculas de DNA injetadas geralmente ocorre 
cedo durante o desenvolvimento embrionario. Como resul- 
tado, algumas celulas da linhagem germinativa podem levar 
o transgene. Como seria esperado, os animais que se desen- 
volvem de ovocitos injetados, referidos como a geragao Go, 
sao quase sempre mosaicos geneticos, com algumas celu¬ 
las somaticas levando o transgene e outras nao. Os animais 
transgenicos iniciais (Go) devem ser cruzados e a prole G[ 
produzida para se obter animais em que todas as celulas le- 
vam o transgene. Na maioria dos casos em que sua heranca 
foi estudada, os transgenes foram transmitidos para a prole 
de modo estavel. Em alguns animais tais como o nematodeo 
do solo Caenorhabditis elegans , o transgene injetado nao e 
integrado de modo estavel ao genoma, mas e transmitido 
para a prole como uma molecula de DNA de replicagao au¬ 
tonoma como os plasnudeos de bacterias. 

Camundongos transgenicos sao produzidos rotineira- 
mente em laboratories em todo o mundo. Eles sao ferra- 
mentas valiosas para se estudar a expressao genica em ma- 
nnferos e urn excelente sistema modelo com o qual testar 
varios vetores de transference de genes e metodologias para 
possivel uso em humanos. Centenas de transgenes diferentes 
foram estudados em camundongos, e, na maioria dos casos, 
os transgenes apresentam padroes normais de heranga, in- 
dicando que eles foram integrados ao genoma hospedeiro. 
Discutiremos algumas das aplicagoes de camundongos trans¬ 
genicos em estudos de desenvolvimento no Cap. 22. 

Dm dos primeiros experimentos com camundongos 
transgenicos mostrou que a taxa de crescimento podia ser au- 
mentada quando genes de hormonio de crescimento de rato, 
bovinos ou seres humanos eram expressos em camundongos 
(Fig. 17.15). Isto levou criadores a indagar se a introdugao 
de (1) copias extras do gene homologo (mesma especie) de 
hormonio de crescimento ou (2) copias dos genes hetero- 
logos do hormonio de crescimento de especies correlatas 
poderiam resultar em animais domesticos com taxas de cres¬ 
cimento acentuadas. Foram produzidos porcos transgenicos 
com a esperanga de que mveis aumentados de hormonio de 
crescimento pudessem produzir porcos mais magros com 
aumento de qualidade da carne e crescimento mais rapido. 
Outros cientistas introduziram transgenes de hormonio de 
crescimento em peixes e galinhas com objetivos similares. 



Fig. 17.15 ■ O camundongo transgenico da esquerda, que leva um 
gene quimerico de hormonio de crescimento humano, tern cerca do 
dobro do tamanho do camundongo controle a direita. 


Os experimentos com porcos transgenicos indicaram que 
as taxas de crescimento foram aumentadas, nao em dietas pa¬ 
droes, mas apenas em dietas ricas em protema. Entretanto, 
os porcos transgenicos apresentaram-se mais magros que os 
controles, como esperado, porque o hormonio de cresci¬ 
mento favorece a smtese de protemas, e nao a de gordu- 
ras. Infelizmente, os porcos transgenicos tambem apresen- 
tavam varios efeitos colaterais indesejados dos altos mveis 
de hormonio de crescimento. Mais notadamente, as femeas 
de porcos transgenicos eram estereis. Alem disso, animais 
transgenicos de ambos os sexos eram letargicos com miis- 
culos fracos e eram mais suscetiveis a artrite e ulceras. Em- 
bora cientistas tenham a esperanga de encontrar meios para 
superar tais efeitos colaterais, os resultados iniciais sugerem 
que as tentativas para melhorar as taxas de crescimento e 
acentuar a qualidade da carne em animais domesticos au- 
mentando-se os mveis de hormonio de crescimento podem 
nao ser muito eficazes. 

Outros animais transgenicos estao sendo testados quanto 
a resistencia a infecgoes virais. O virus da leucose aviaria 
(ALA 7 ) e um importante patogeno viral de galinhas, cau- 
sando perdas na industria de avicultura de USS50 milhoes a 
US$100 milhoes por ano. Obviamente, a disponibilidade de 
uma linhagem de galinhas resistente ao ALV seria de impor¬ 
tante valor comercial. Portanto, pesquisadores produziram 
galinhas transgenicas portadoras de um genoma defeituoso 
de ALV. Essas galinhas produzem RNA viral e a protema 
do envoltorio viral, mas nao prole de virus. Mais impor¬ 
tante, elas sao resistentes a infecgao por ALV. A smtese de 















grandes quantidades da protema do envoltorio retroviral de 
algum modo bloqueia o ciclo reprodutivo de ALV patogeni- 
cos intactos. Essa resistencia ao ALV foi transmitida a varias 
geragoes de prole, indicando que a caracteristica e estavel. 
Tais resultados en coraj adores sugerem que a introdugao de 
genomas virais defeituosos em animais domesticos pode ser 
uma ferramenta util na produgao de genotipos resistentes a 
virus. 

Outro emprego potencialmente importante de animais 
transgenicos consiste na produgao e na secregao de protefnas 
vahosas no leite. Muitas protemas humanas nativas contem 
carboidratos ou grupos laterais de lipideos que sao adiciona- 
dos pos-traducionalmente. Bacterias nao contem as enzimas 
que catalisam a adicao destas fragoes a protemas nascentes. 
Em tais casos, bacterias recombinantes nao podem ser usa- 
das para sintetizar o produto final. Elas irao sintetizar ape- 
nas o polipeptideo em sua forma nao modificada. Por este 
motivo, alguns pesquisadores comegaram a explorar meto- 
dos alternativos para produzir protemas humanas valiosas, 
especialmente glicoproteinas e lipoproteinas. Celulas de ca- 
mundongo e hamster crescidas em meio de cultura hoje sao 
comumente usadas para a produgao de protemas humanas 
com aplicagoes medicinais. 

Plantas Transgenicas: 0 Plasmideo Ti de 
Agrobacterium tumefaciens 

Plantas tern sido geneticainente manipuladas por agriculto- 
res ha decadas. Eloje em dia, entretanto, eles podem modi- 
ficar diretamente o DIVA de plantas e podem rapidamente 
adicionar genes de outras especies a genomas de plantas por 
tecnicas de DNA recombinante. Plantas transgenicas podem 
ser produzidas por varios procedimentos diferentes. Urn 
procedimento amplamente usado, chamado de bombardeio 
de microprojeteis, envolve disparar particulas de tungste- 
nio ou ouro revestidas com DNA em celulas vegetais. Outro 
procedimento, chamado de eletroporagao, usa um curto 
choque eletrico para introduzir o DNA na celula. Entre¬ 
tanto, o metodo mais usado para gerar plantas transgenicas, 
pelo menos em dicotiledoneas, e provavelmente a transfor- 
magao mediada por Agrobacterium tumefaciens. A. tume¬ 
faciens e uma bacteria do solo que desenvolveu um sistema 
natural de engenharia genetica. Ela contem um segmento de 
DNA que e transferido da bacteria para celulas vegetais. 

Uma caracteristica importante de celulas vegetais e sua 
totipotencia, isto e, a capacidade de uma unica celula de 
produzir todas as celulas diferenciadas da planta madura. 
Muitas celulas vegetais diferenciadas sao capazes de se dife- 
renciar de volta ao estado embrionario e subseqiientemente 
se diferenciar em novos tipos de celulas. Assim, nao ha sepa- 
ragao de celulas da linhagem germinativa das celulas somati- 
cas como em animais superiores. Esta totipotencia de celulas 
vegetais e uma grande vantagem para a engenharia genetica 
porque permite a regeneragao de plantas inteiras a partir de 
celulas somaticas individuals modificadas. 
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A. tumefaciens^ e o agente causador da doenga galha de 
plantas dicotiledoneas. O none refere-se a tumores que em 
geral se formam na coroa (jungao entre a raiz e o caule) de 
plantas infectadas (Fig. 17.16z/). Como a coroa da planta ge- 
ralmente esta situada na superffcie do solo, e la que a planta 
e mais provavelmente ferida (por exemplo, por uma abrasao 
do solo como em caso de um vento forte) e infectada por 
uma bacteria do solo tal como A. tumefaciens. Entretanto, A. 
tumefaciens pode infectar uma planta e induzir um tumor'em 
qualquer local ferido (Fig. 17.16A). Apos a infecgao de um 
local ferido por A. tumefaciens , ocorrem dois eventos princi¬ 
pal: (1) as celulas da planta comegam a proliferar e formar 
tumores e (2) elas comegam a sintetizar um derivado de argi- 
nina chamado opina. Aopina sintetizada geralmente e nopa- 
lina ou octopina, dependendo da linhagem de A. tumefaciens. 
Estas opinas sao catabolizadas e usadas como fontes de ener- 
gia por bacterias infectantes. Linhagens de A. tumefaciens 
que induzem a smtese de nopalina podem crescer em nopa- 
lina, mas nao em octopina, e vice-versa. Claramente, uma 
mterrelagao interessante desenvolveu-se entre linhagens de 
A. tumefaciens e suas plantas hospedeiras. A. tumefaciens e ca- 
paz de desviar os recursos metabolicos da planta hospedeira 
para a smtese de opinas, que nao tern beneficio aparente para 
a planta mas que dao sustentagao a bacteria. 



(a) Formacao de uma galha na superffcie do solo. 



(a) Formacao de uma galha na superffcie do solo. 


(b) Formacao de tumores, ou galhas, em locais das feridas 
em uma folha. 

Fig. 17.16 ■ A formagao de tumores, ou galhas, de plantas em 
locais infectados por Agrobacterium tumefaciens. 
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A capacidade de A. tumefaciens de induzir galha em plantas 
e controlada por informagao genetica levada em um grande 
(cerca de 200.000 pares de nucleotideos) plasmfdeo chamado 
plasmfdeo Ti por sua capacidade de znduzir famores. Dois 
componentes do plasmideo Ti, o T-DNA e a regiao vir, sao 
essenciais para a transformagao de celulas vegetais. Durante 
o processo de transformagao, o T-DNA (de DNA transfe- 
rido) e retirado do plasmideo Ti, transferido para uina celula 
vegetal e integrado (inserido covalentemente) no DNA da 
celula vegetal. Os dados disponfveis indicam que a integra¬ 
gao do T-DNA ocorre em sftios cromossomicos aleatorios. 
Alem disso, em alguns casos, varios eventos de integragao 
de T-DNA ocorrem na mesma celula. Em plasmideos Ti 
tipo nopalina, o T-DNA e um segmento com 23.000 pares 
de nucleotideos que possui 13 genes conhecidos. Em plas¬ 
mideos Ti tipo octopina, existem dois segmentos separados 
de T-DNA. Para resumir, consideraremos apenas os plasmi¬ 
deos Ti tipo nopalina na discussao subseqiiente. 

A estrutura de um plasmideo Ti tfpico de nopalina e 
mostrada na Fig. 17.17. Alguns dos genes do segmento de 
T-DNA do plasmideo Ti codificam enzimas que catalisam 
a sfntese de fitormonios (a auxina acido indolacetico e a ci- 
tocinina isopentenil-adenosina). Estes fitormonios sao res- 

Repeticao terminal direita 
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I ^ ** * ' 

TGACAGGATATATTGGCGGGTAAAC 

ACTGTCCTATATAACCGCCCATTTG 
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Fig. 17.17 ■ Estrutura do plasmideo Ti de nopalina pTiC58, 
mostrando componentes selecionados. O plasmideo Ti tern 210 
kb de tamanho. Os simbolos usados sao: ori, origem de replicagao; 
Turn, genes responsaveis pela formagao de tumores; Nos, genes 
envolvidos na biossintese de nopalina; Noc, genes envolvidos no 
catabolismo da nopalina; vir, genes de virulencia necessarios para 
a transferencia de T-DNA. As sequencias de pares de nucleotideos 
nas repetigoes terminals a esquerda e a direita sao mostradas em 
cima; os asteriscos marcam os quatro pares de bases que diferem 
nas sequencias das duas bordas. 


ponsaveis pelo crescimento tumoral de celulas em galhas. A 
regiao de T-DNA e delimitada por repetigoes imperfeitas de 
25 pares de nucleotideos, uma das quais deve estar presente 
em cis para excisao e transferencia do T-DNA. A delegao da 
seqiiencia delimitante correta bloqueia totalmente a transfe¬ 
rencia de T-DNA para as celulas vegetais. 

A regiao vir (de virulencia) do plasmideo Ti content os 
genes necessarios para o processo de transferencia de T- 
DNA. Estes genes codificam as enzimas processadoras de 
DNA necessarias para excisao, transferencia e integragao 
do segmento de T-DNA durante o processo de transfor¬ 
magao. Os genes vir podem suprir as fungoes necessarias 
para transferencia do T-DNA quando situados em cis ou 
trans em relagao ao T-DNA. Eles sao expressos em nfveis 
muito baixos em celulas de A. tumefaciens que crescem no 
solo. Entretanto, a exposigao da bacteria a celulas vegetais 
feridas ou exudados de celulas vegetais induz nfveis aumen- 
tados de expressao dos genes vir. Este processo de indugao 
e muito lento na bacteria, levando de 10 a 15 horas para 
atingir nfveis maximos de expressao. Compostos fenolicos 
tais como acetosiringona atuam como indutores dos ge¬ 
nes vir, e as taxas de transformagao em geral podem ser 
aumentadas pela adigao destes indutores a celulas vegetais 
inoculadas com Agrobacteriwn. A transformagao de celulas 
vegetais pelo plasmideo Ti de A. tumefaciens ocorre como 
ilustrado na Fig. 17.18. 

Uma vez estabelecido que a regiao do T-DNA do plasmf¬ 
deo Ti de A. tumefaciens e transferida para celulas vegetais e 
se torna integrada a cromossomos da planta, o uso potencial 
de Agrobacterium na engenharia genetica de plantas foi ob- 
vio. Genes exogenos podem ser inseridos no T-DNA e entao 
transferidos para a planta com o resto do T-DNA. Este pro- 
cedimento funciona muito bem. O problema e que as celulas 
vegetais transformadas que levam os T-DNA tipo selvagem 
perdem seu controle normal da divisao celular e formam 
tumores. Esta caracterfstica do T-DNA torna os plasmideos 
Ti tipo selvagem incompatfveis com as metas da maioria 
dos experimentos de transferencia genica. Felizmente, este 
problema foi resolvido com a identificagao dos genes no T- 
DNA que sao responsaveis pela formagao de tumor (Fig. 
17.17). A delegao de um ou mais destes genes produz um 
plasmfdeo Ti desarmado. Infelizmente, a delegao dos genes 
causadores de tumor tambem dificulta a identificagao de ce¬ 
lulas vegetais que receberam o T-DNA desarmado. Assim, 
e necessario um modo de identificar celulas vegetais trans¬ 
formadas com plasmideos Ti desarmados - idealmente, um 
bom gene marcador selecionavel situado dentro da regiao de 
T-DNA do plasmfdeo Ti. 

Um bom gene marcador selecionavel e aquele que ira 
produzir resistencia a uma droga, um antibiotico ou outro 
agente que cesse o crescimento de celulas vegetais normais. 
O agente seletivo deve inibir o crescimento de celulas vege¬ 
tais ou mata-las lentamente. Agentes que rapidamente des- 
troem celulas resultam na liberagao de compostos fenolicos 
e de outras substancias que sao toxicos para o crescimento 
das celulas restantes, de outro modo resistentes. O antibio- 
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Fig. 17.18 ■ Transformagao 
de celulas vegetais por 
Agrobacterium tumefaciens 
abrigando um plasmideo Ti 
tipo selvagem. As celulas 
vegetais no tumor contem 
o segmento de T-DNA do 
plasmideo Ti integrado ao DNA 
cromossomico. 


tico canamicina tem si do o agente seletivo mais amplamente 
usado em plantas. 

O gene kan r do transposon TnJ de E. coli tem sido am¬ 
plamente usado como um marcador selecionavel em plantas. 
Ele codifica uma enzima chamada de neomicina-fosfotrans¬ 
ferase tipo II (NPTII). NPTII e uma das varias enzimas 
procarioticas que anulam a familia canamicina de antibio- 
ticos aminoglicosfdicos fosforilando-os. Como as seqiien- 
cias promotoras e os sinais de termino de transcrigao sao 
diferentes em bacterias e plantas, o gene nativo kan r de Tn5 
nao pode ser usado em plantas. Deve ser usada a seqiiencia 
codificante de NPTII com um promotor de planta (a 5’ da 
seqiiencia codificante) e sinais de termino e poliadenilagao 
de plantas (a 3’ da seqiiencia codificante). Tais construgoes 
com seqiiencias codificantes procarioticas flanqueadas por 
seqiiencias reguladoras eucarioticas sao chamadas de genes 
marcadores selecionaveis quimericos. 

Seqiiencias reguladoras de varios genes diferentes de 
plantas foram usadas para construir genes marcadores qui¬ 
mericos. Um gene marcador selecionavel quimerico ampla¬ 
mente usado contem o promotor do virus do mosaico da 
couve-flor (CaMV) 35S (tamanho do transcrito), a seqiien- 
cia codificante NPTII e a seqiiencia de termino da sintase 
de Ti nopalina (nos). Este gene quimerico geralmente e sim- 
bolizado como 35S/NPTII/720J. Os vetores Ti usados para 
transferir genes para plantas tem genes indutores de tumor 
do plasmideo substituidos por um gene marcador seleciona¬ 
vel quimerico tal como 35 S/NPTII/t 2^. Um grande numero 
de sofisticados vetores plasmidiais Ti de transference de ge¬ 
nes hoje sao rotineiramente usados na transferencia de genes 
para plantas. 

As novas e poderosas ferramentas que permitem a criado- 
res de plantas e animais produzir plantas e animais transge- 
nicos com relativa facilidade tem uma vasta gama de aplica- 
goes. No Cap. 1, discutimos a produgao de milho resistente 
a broca. Os transgenes mais amplamente usados sao os que 
produzem resistencia a herbicidas em cultivos agronomicos. 


Com o desenvolvimento destas e outras plantas e animais 
geneticamente modificados, surgiram duvidas sobre sua 
seguranga. De fato, uma controversia intensa e altamente 
emocional acerca da seguranga de cultivos geneticamente 
modificados (GM) e outros alimentos esta ocorrendo em 
muitas partes do mundo (veja Enfoque Tecnico: Alimentos 
GM - Eles Sao Segurosr). 

Hi PONTOS IMPORTANTES 

■ Seqiiencias de DNA de interesse podem agora ser introduzidas 
na maioria das especies de plantas e animais. 

■ Os organismos transgenicos resultantes fornecem recursos 
valiosos para estudos do funcionamento genico e processos 
biologicos. 

■ O plasmideo Ti de Agrobacterium tumefaciens e uma ferra- 
menta importante de transferencia de genes para plantas. 


GENETICA REVERSA: DISSECANDO 
PROCESSOS BIOLOGICOS POR INIBI^AO DA 
EXPRESSAO GENICA 

Os enfoques da genetica reversa fazem uso de 
seqiiencias conhecidas de nucleotideos para criar 
procedimentos de inibigao da expressao de genes 
especificos. 

A explosao de novas informagoes em biologia durante 
o seculo vinte ocorreu em parte devido a aplicagao dos enfo¬ 
ques geneticos para a dissecgao de processos biologicos (veja 
Cap. 13). O enfoque genetico classico foi identificar orga¬ 
nismos com fenotipos anormais e caracterizar os genes mu- 
tantes responsaveis por tais fenotipos. Estudos moleculares 
comparativos foram entao feitos em organismos mutantes e 
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[NFOQUE JECNICO: Alimentos GM - Eles Sao Seguras? 


Tecnologias de DNA recombinante e transference de genes torna- 
ram rotineira a producao de plantas e animais transgenicos. Estas 
tecnologias foram usadas para produzir cultivos resistentes a pro- 
dutos herbicidas e resistentes a insetos, arroz com mveis aumenta- 
dos de vitaminas. plantas que produzem plasticos, animais que pro- 
duzem proteinas humanas valiosas em seu leite, e assim em diante. 
Tais organismos transgenicos sao referidos pela imprensa popular 
como cultivos ou animais geneticamente modificados (GM) e se 
tornaram o foco de uma intensa controversy mundial. O compo- 
nente mais debatido enfoca organismos geneticamente modifica¬ 
dos que entram na cadeia alimentar (alimentos GM). Alguns grupos 
sociais e ambientais alimentam esta controversy com rotulos tais 
como "alimento Frankenstein” "poluiqao genetica” e 'cultivos mu- 
tantes”. Ativistas do Greenpeace tentaram bloquear o transporte 
internacional de cultivos geneticamente modificados, divulgando 
suas atividades em enormes faixas com a inscriqao "Floodgate: Ge¬ 
netic Pollution” Sejam ou nao validas as suas preocupaqoes, eles 
criaram uma oposigao importante ao desenvolvimento e ao uso de 
alimentos GM, especialmente na Europa, e as sociedades devem 
abordar tais preocupa<;6es de modo cuidadoso e razoavel. 

Alimentos GM sao seguros? As opinioes variam de um extremo 

- todas as pesquisas de cultivos GM devem ser interrompidas 
e todos os alimentos GM devem ser destruidos - ate o outro 

- os alimentos GM sao totalmente seguros e tern um potencial 
fenomenal de melhorar a nutriqao humana e a saude em todo o 
mundo. A maioria das pessoas tern opinioes sobre alimentos GM 
que estao provavelmente em algum ponto entre estes extremos. 
Enquanto proponentes de alimentos GM enfatizam suas numero- 
sas aplicaqoes potenciais, oponentes questionam que alguns ali¬ 
mentos GM podem conter substancias toxicas e alergenicas e que 
os cultivos de GM resultarao em diminuiqao da biodiversidade. 
Alguns dos potenciais riscos e beneficios de cultivos GM sao mos- 
trados no Quadro 1. 



Fig.l ■ Uma larva da borboleta monarca alimentando-se de uma 
folha de asclepiadacea. 

Em 1999, uma publicaqao na Nature intitulada "Transgenic 
Pollen Harms Monarch Larvae” de John Losey e colaboradores 
levantou importantes preocupa<;6es sobre os possiveis efeitos 
ecologicos de cultivos GM. Eles alimentaram larvas da borboleta 
monarca (Fig. 1) com folhas revestidas pelo polen de plantas de 
milho contendo um gene que codifica uma protema inseticida 
(toxina bt) da bacteria Bacillus thuringiensis (veja Fig. 1.14). Muitas 
das larvas morreram, resultando em preocupagao sobre os efeitos 
dos 26 milhoes de acres de cultivo de milho bt nos EUA naquela 
epoca. Estudos subsequentes demonstraram que esta preocupa- 
<;ao provavelmente nao tinha fundamento por varios motivos: (1) 
o polen de milho nao adere bem as folhas; (2) a quantidade de 
polen de milho presente nas folhas proximas aos campos de mi¬ 
lho bt e muito mais baixa do que a quantidade usada no estudo de 
Losey; (3) as linhagens mais frequentemente cultivadas de milho 


Quadro 1 Riscos e Beneficios Potenciais de Cultivos GM 


Riscos Potenciais 


Beneficios Potenciais 


1. Geraqao de produtos toxicos ou alergenicos. 

2. Efeitos deleterios inesperados de produtos "nao naturais” 

3. "Escape” de transgenes por transferencia para especies 
correlatas, com efeitos deleterios. 

4. Poliniza^ao de cultivos "organicos” reduzindo seu valor. 

5. Efeitos prejudiciais na produqao de mel por abelhas. 

6. Efeitos prejudiciais de produtos transgenicos em outras 
especies, tais como borboletas monarca. 

7. Reduqao da biodiversidade. 

8. Perdas economicas devidas a boicotes internacionais de 
produtos GM. 

9. Aumento da dependency por parte de fazendeiros de 
grandes empresas agroqufmicas. 


1. Alimentos com qualidade nutricional melhorada, tais 
como vitaminas e minerais adicionados. 

2. Produqao de farmacos e vacinas. 

3. Cultivos resistentes a insetos, herbicidas e doengas. 

4. Retardo no amadurecimento de frutos, ampliando sua 
duraqao. 

5. Producao de plasticos biodegradaveis em cultivos. 

6. Controle biologico de pragas, resultando em menor uso de 
herbicidas quimicos e pesticidas. 

7. Sfntese de produtos que sao materias-primas valiosas para 
a producao de papel, detergentes, lubrificantes e similares. 

8. Controle genetico do tempo de floraqao, conteudo das 
sementes e outras caracteristicas importantes de cultivos. 
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[NFOQUE JECNICO: Alimentos GM - Eles Sao Seguras? (continuacao) 


bt tem niveis muito baixos da toxina em seu polen; e (4) no campo, 
a maioria do polen de milho e liberada antes que as monarca po- 
nham seus ovos. Subsequentemente, Losey demonstrou que bor- 
boletas monarca evitam folhas revestidas com polen de milho bt 
quando botam os ovos. Alem disso, o metodo alternative comu- 
mente usado para controlar pestes de insetos - espalhar insetici- 
das quimicos - e quase certamente mais prejudicial a monarca do 
que ao milho bt. Entretanto, a preocupagao do publico foi muito 
influenciada pela publicagao original de Losey, tendo sido dada 
menos publicidade a estudos subsequentes. 

O aspecto positivo da saga das borboletas monarca e que au- 
mentou a preocupagao quanto aos possiveis efeitos ecologicos 
dos cultivos GM, o que por sua vez estimulou discussoes impor- 
tantes e pesquisas. Talvez a preocupagao mais valida sobre culti¬ 
vos GM e se eles irao diminuir a biodiversidade. O amplo cresci- 
mento de cultivos resistentes a herbicidas e o controle das pragas 
com urn herbicida especifico eliminarao algumas das plantas na- 
tivas no ecossistema? Ele sera prejudicial para a vida selvagem, 
especialmente as aves? Varios estudos estao sendo planejados 
para abordar estas questoes. Entretanto, mesmo tais estudos, que 
foram criados para obter mais informagdes acerca dos efeitos de 


cultivos GM sobre a biodiversidade, estao sendo criticados como 
potencialmente daninhos pelo Greenpeace e outros grupos de 
ambientalistas. 

Claramente, o debate emocional relativo a alimentos GM 
e tanto sobre valores culturais e sociais quanto sobre a ciencia 
que ele envolve. As preocupagoes sobre alimentos GM devem 
lidar com a consideragao destes fatores. Na Nova Zelandia, uma 
comissao de cultivos de GM tentou obter e avaliar opinioes de 
todos os setores da sociedade (para detalhes, veja http://www. 
gmcommission.govt.nz). O trabalho desta comissao fornece urn 
excelente modelo para o que precisa ser feito em escala mundial. 
Documentos submetidos a comissao foram amplamente opostos 
a cultivos de GM (65% fortemente opostos). Entretanto, uma am- 
pla pesquisa subsequente de opiniao publica observou que apenas 
2% dos pesquisados citaram alimentos GM como uma de suas 
preocupagoes. Esses resultados sugerem que os opositores de ali¬ 
mentos GM sao muito mais atuantes em expressar sua oposigao, 
enquanto o cidadao medio esta menos preocupado com os riscos 
potenciais associados a alimentos GM. Entretanto, duas afirmati- 
vas sao certas: o debate vai continuar, e o resultado final nao pode 
ser previsto. 


tipo selvagem para determinar os efeitos das mutagoes. Tais 
estudos identificaram genes codificantes de produtos que es- 
tavam envolvidos nos processos biologicos investigados. Em 
alguns casos, os resultados desses estudos permitiram que 
biologos determinassem a seqiiencia precisa de eventos ou 
vias pelos quais ocorre um processo. Avia completa da mor- 
fogenese no bacteriofago T4 (veja Fig. 13.11) proporcionou 
documentagao inicial do poder do enfoque da disseegao mu- 
tacional. 

Durante as ultimas duas decadas, as seqiiencias de nu¬ 
cleotfdeos de genes e genomas inteiros tornaram-se dispo- 
niveis. Hoje em dia, geralmente conhecemos a seqiiencia 
de nucleotfdeos de um gene antes de conhecer sua fungao. 
Esse conhecimento resultou em novos enfoques da disseegao 
genetica de processos biologicos, enfoques coletivamente 
chamados de genetica reversa. Os enfoques da genetica 
reversa usam as seqiiencias de nucleotfdeos de genes obje- 
tivando criar procedimentos para isolar mutagoes neutras 
neles ou para desligar sua expressao. A fungao de um gene 
especifico pode ser deduzida estudando-se organismos sem 
nenhum produto funcional do gene. Nas segoes seguintes 
deste capftulo, examinaremos tres enfoques geneticos re- 
versos diferentes: RNA anti-sentido, insergoes de T-DNA 
e transposons e RNA de interferencia. Outro enfoque de 
genetica reversa importante, a produgao de mutagoes “no- 
cautes” em camundongos, e coberta no Cap. 22 como parte 
da discussao sobre a analise genetica do desenvolvimento de 
vertebrados. 


RNA Anti-sentido 

O primeiro procedimento de genetica reversa para desligar 
a expressao de genes especfficos foi o uso de RNA anti- 
sentido. O metodo de RNA anti-sentido envolve a sfntese 
de moleculas de RNA que sao complementares as moleculas 
de mRNA produzidas por transcrigao de um determinado 
gene. Diz-se que o mRNA normal de um gene e dotado de 
sentido porque leva os codons que sao lidos durante a tradu- 
gao para produzir a seqiiencia especificada de aminoacidos 
no produto genico polipeptfdico. Normalmente, o comple- 
mento do mRNA com sentido nao contera uma seqiiencia 
de codons que pode ser traduzida para gerar uma protefna 
funcional. Assim, este filamento complementar e chamado 
de RNA anti-sentido. Alem disso, um RNA anti-sentido ge¬ 
ralmente nao contem as seqiiencias reguladoras necessarias 
para tradugao. Quando moleculas de RNA anti-sentido es¬ 
tao presentes na mesma celula em associagao a moleculas 
com sentido (mRNA) de um gene, as moleculas de RNA 
anti-sentido e de mRNA irao helicoidizar-se para formal* 
moleculas bifilamentares de RNA, que serao degradadas ou 
reprimidas traducionalmente. 

O enfoque de RNA anti-sentido demonstrou-se util para 
dissecar vias de expressao genica em plantas, animais e mi- 
crorganismos. Ele tambem tem sido um sucesso comercial. 
O primeiro produto de uma planta geneticamente modifi- 
cada aprovada para consumo humano, o tomate FlavrSavr™, 
foi introduzido em supermercados da California e Illinois 
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em 1994. O tomate FlavrSavr™, que permanece firme por 
mais tempo durante o processo de amadurecimento, foi pro- 
duzido usando-se RNA anti-sentido para diminuir a taxa de 
expressao de um gene endogeno que codifica uma enzima 
chamada poligalacturonase para 10% do nfvel normal. A po- 
ligalacturonase e uma enzima que degrada as paredes celula- 
res e amolece os tomates a medida que ficam maduros. 

A maioria de nos sabe por experiencia propria que toma¬ 
tes amadurecidos no pe sao muito mais saborosos do que 
os que sao colhidos verdes e ficam maduros a caminho do 
supermercado. Entretanto, tomates que amadurecem no to- 
mateiro sao muito macios para sobreviver ao manuseio ne- 
cessario durante o transporte; eles sao amassados facilmente. 
O tomate FlavrSavr™ resolveu parcialmente este problema. 
Eles permanecem firmes durante a maturagao, permitindo 
que fiquem mais tempo na plantagao antes de ser colhidos e 
enviados ao mercado. 

O modo mais simples de produzir o RNA anti-sentido de 
um gene dentro de uma celula ou um organismo e (1) clonar 
o gene de interesse, (2) separar a seqiiencia codificante do 
gene de seu promotor cortando o DNA com uma enzima 
de restrigao apropriada, (3) ligar a seqiiencia codificante a 
seu promotor na orientagao inversa (de uma ponta a outra) 
e (4) introduzir a seqiiencia codificante invertida/promotor 
ou gene anti-sentido na celula hospedeira ou organismo 
por transformagao. O efeito de um gene que especifica o 
RNA anti-sentido e ilustrado na Fig. 17.19. A transcrigao do 
gene anti-sentido ira produzir RNA transcritos anti-sentido. 
Esses RNA anti-sentido irao hibridizar-se com moleculas 
de mRNA (RNA com sentido) nas celulas e mediar sua de- 
gradagao ou bloquear sua tradugao pela via de interferencia 
de RNA (Cap. 21). Como resultado, os RNA anti-sentido 
irao bloquear a expressao de genes especificando mRNA 
complementar. Embora os RNA anti-sentido bloqueiem a 


expressao de muitos genes, eles tern pouco efeito sobre a ex¬ 
pressao de outros genes. Assim, o uso de RNA anti-sentido 
para analises geneticas reversas foi amplamente substitufdo 
por enfoques usando T-DNA e mutagenese insercional de 
transposon ou RNA de interferencia. 

T-DNA e Insercoes de Transposons 

Em uma segao anterior deste capitulo, discutimos como o 
segmento de T-DNA do plasmideo Ti de Agrobacterium, tu- 
mefaciens e transferido para celulas vegetais e inserido nos 
cromossomos da planta (veja Fig. 17.18). Quando o T-DNA 
e inserido em um gene, ele perturba o funcionamento do 
gene. Transposons sao elementos geneticos de transposigao 
que tern a capacidade de mover-se de um local no genoma 
para outro local (Cap. 18). Do mesmo modo que o T-DNA 
de um plasmideo Ti, um transposon ira perturbar o funcio¬ 
namento de um gene no qual ele se insere (veja Fig. 13.24). 
Assim, T-DNA e transposons sao ferramentas poderosas 
para analise genetica reversa. Em ambos os casos, o elemento 
genetico e usado para fazer mutagenese insercional - a in- 
dugao de mutagoes nulas (em geral, chamadas de mutagoes 
“nocautes”) pela insergao de DNA exogenos nos genes. A 
mutagenese insercional e basicamente a mesma seja ela feita 
com o plasmideo Ti ou um transposon. Assim, ilustraremos 
o uso da mutagenese insercional para a genetica reversa dis- 
cutindo o emprego de insergoes de T-DNA para dissecar a 
fungao genica na planta Arabidopsis thaliana. 

Quando o T-DNA e transferido de A. tumefaciens para 
celulas vegetais, ele se integra a essencialmente todos os 
componentes do genoma, isto e, os T-DNA sao encontra- 
dos dispersos ao longo de cada um dos cinco cromossomos 
de Arabidopsis . Portanto, se for examinada uma populagao 
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Fig. 17.19 ■ O procedimento de 
RNA anti-sentido para bloquear 
ou reduzir o nivel de expressao 
de genes especificos. O RNA 
bifilamentar produzido quando 
o RNA anti-sentido hibridiza 
com o mRNA (RNA com sentido) 
e marcado para degradagao 
ou repressao taducional pelo 
complexo de silenciamento 
induzido por RNA (RISC) como 
discutido no Cap. 21. 
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"S* ® Identificagao de insergoes de T-DNA dentro de genes por PCR. Os primers de PCR que contem as sequencias de nucleotideos 

5’ -> 3’ nas pontas do T-DNA (chamadas sequences delimitantes) e nas pontas do gene de interesse sao usadas em PCR para amplificar os 
segmentos de DNA entre os insertos de T-DNA e as pontas dos genes. Como o T-DNA pode ser inserido em ambas as orientagoes (a mostrada 
e a invertida), em geral sao feitas quatro amplificagoes de PCR - as duas mostradas e duas com os primers delimitantes de T-DNA da direita e da 
esquerda trocados. A localizagao exata da insergao de T-DNA e determinada por sequenciamento de fragmentos de DNA amplificados por PCR. 


grande o suficiente de plantas Ai'abidopsis transformadas, 
deve ser possivel identificar insergoes de T-DNA em todos 
os aproximadamente 26.000 genes desta especie. 

Durante os primeiros anos de mutagenese insercional de 
T-DNA em Arabidopsis , amostras de DNA foram isoladas de 
pools de 100 a 1.000 plantas transformadas e triadas quanto 
a insergoes em genes especfficos pela reagao em cadeia da 
polimerase (PCR; veja Fig. 15.11). Se o DNA de um pool de 
plantas transformadas contiver uma insergao em um gene de 
interesse, entao o DNA preparado de pools menores ou plan¬ 
tas individuals e retriado para identificar a planta contendo 
a insergao desejada. 

O procedi men to de triagem envolve a smtese d e primers de 
PCR correspondentes as pontas (“sequencias delimitantes”) 
do T-DNA e do gene e o uso delas em pares - um primer de 
T-DNA e um primer de gene orientado inversamente - para 
amplificar os segmentos intercalares de DNA (Fig. 17.20). 
Na ausencia de um inserto de T-DNA, nenhum ffagmento 
de DNA sera amplificado. O sftio exato do inserto de T-DNA 
e entao determinado seqiienciando-se os produtos amplifi¬ 
cados de PCR. O mesmo procedimento e usado para triar 
insergoes de transposons em genes, exceto que as seqiien- 
cias delimitantes de transposons sao usadas como primers de 
PCR. 

Hoje em dia, a identificagao de linhagens de plantas trans¬ 
formadas com insergoes de T-DNA em genes de interesse e 
muito mais facil. A The National Science Foundation nos 
EUA e em agendas governamentais em outros paises tern 
projetos subvencionados para produzir grandes populagoes 
de plantas Arabidopsis transformadas por T-DNA. As sequen¬ 
ces de nucleotideos dos DNA flanqueadores das insergoes 
de T-DNA foram determinadas e usadas para identificar os 
sftios das insergoes. Como a seqiiencia do genoma de Ara¬ 
bidopsis e conhecida (Cap. 16), as sequencias de DNA flan- 
queadoras podem ser usadas para mapear com precisao cada 
insergao. Em Janeiro de 2005, aproximadamente 336.000 
insergoes de transposons e T-DNA tinham sido mapeadas 
no genoma de Arabidopsis , e o mapa dessas insergoes ficou 


dispomvel para todos colocando-as na web. Pesquisadores 
do Salk Institute em La Jolla, California, integraram o mapa 
das insergoes de T-DNA de seu laboratorio aos mapas de in¬ 
sergoes de transposons e T-DNA caracterizados por outros 
grupos de pesquisadores. Seu mapa baseado em seqiiencia 
dessas insergoes esta dispomvel em http://signal.salk.edu/ 
cgi-bin/tdnaexpress. Uma versao abreviada de seu mapa da 
ponta do cromossomo 1 e mostrada na Fig. 17.21. 

Sementes das plantas transgenicas das linhagens Salk e 
muitas de outras colegoes estao dispomveis, por solicitagao, 
no Arabidopsis Biological Resource Center (A£RC) na Ohio 
State University. Alem disso, sementes de T-DNA e linha¬ 
gens de insergao de transposons caracterizadas no Fersailles 
Genomic Resource Center (VGRC) na Franga, no Nottin¬ 
gham Arabidopsis Stock Center (NASC) na Alemanha e no 
Riken BioResource Center no Japao tambem estao disponf- 
veis para a comunidade de pesquisas de Arabidopsis. Semen¬ 
tes das linhagens desejadas podem ser pedidas online no web 
site do xABRC http://www.arabidopsis.org/abrc. Alem disso, 
links para outros sites com informagoes sobre o genoma de 
Arabidopsis estao disponfveis em http://www.arabidopsis.org, 
o web site do The Arabidopsis information Resource (TAIR). 
Portanto, se alguem estiver interessado na fungao de um 
determinado gene de Arabidopsis , pode pesquisar no web site 
Salk as insergoes de transposons e T-DNA neste gene. Uma 
vez identificadas as insergoes, as sementes com as mutagoes 
de insergao desejadas podem ser solicitadas online. Estas 
grandes colegoes de mutagoes insercionais demonstraram 
ser recursos valiosos para estudos da fungao genica nesta 
planta modelo. 

Interferencia do RNA 

Embora seus efeitos tenham sido primeiro observados em pe¬ 
tunias ha alguns anos, a descoberta do terceiro enfoque da ge- 
netica reversa, a interferencia do RNA (RNAi), geralmente 
e creditada ao trabalho de Andrew Fire, Craig Mello e cola- 
boradores, publicado em 1998. Quando eles injetaram RNA 
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Fig. 17.21 ■ Mapa de insergoes de T-DNA e transposon na regiao de 10 kb na ponta do cromossomo 1 em Arabidopsis. As posigoes das 
marcagoes de sequences flanqueadoras (FSTs) sao mostradas como setas abaixo do cromossomo (boxe azul-escuro). Os dados mostrados sao 
do web site de SIGnAL (Salk /nstitute Genomic Analysis Laboratory), http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress. Os dois genes (AtlgOlOlO 
e Atlg01020) nesta regiao do cromossomo 1 tern fungoes desconhecidas. O T-DNA e as linhagens de insergao de transposons sao do Salk 
Institute (Salk T-DNA), da colegao alema (GABI-Kat), da colegao francesa (FLAG), da University of Wisconsin (Wise), da Syngenta Arabidopsis 
/nsertion Library (SAIL), do Riken BioResource Center in Japan e da colegao do Cold Spring Harbor Laboratory (CSHL). 


bifilamentar (dsRNA) em C. elegans , ele “exerceu influencia 
sobre” (ou desligou) a expressao de genes contendo a mesma 
sequencia de nucleotfdeos (veja Um Marco na Genetica: A 
Descoberta do RNA de Interference, no Cap. 21). Durante 
os ultimos anos, a RNAi passou a ser a fronteira na biologia 
molecular. Hoje sabemos que o RNA bifilamentar (dsRNA) 
tern papeis importantes na prevengao de infeegdes virais, no 
combate da expansao de populagoes de elementos geneticos 
de transposigao e na regulagao da expressao genica (veja Cap. 
21). A RNAi nao so e a fronteira da biologia molecular, mas 
tern um potencial enorme na luta contra doengas humanas. 
Neste capftulo, entretanto, discutiremos o uso do RNAi como 
ferramenta para a genetica reversa, uma ferramenta com a 
qual estudar a fungao genica e dissecar processos biologicos. 

A RNxAi e usada amplamente para silenciar genes - di- 
minuir ou desligar sua expressao - em C. elegans , D. mela- 
nogaster e muitas plantas. Ela tern empregos potenciais em 
todas as especies, incluindo seres humanos. A RNAi pode 
ocorrer de varios modos diferentes. A caracteristica comum 
em todos os experimentos de RNAi e a presenga de dsRNA 
levando pelo menos uma parte da sequencia de nucleotfdeos 
do gene que se quer silenciar no organismo ou em celulas 
investigadas. Dois enfoques diferentes sao em geral usados 
para atingir esta meta. Em um enfoque, o dsRNA e sinteti- 
zado in vitro e microinjetado no organismo (Fig. 17 22a). No 


segundo enfoque, e construido um cassete de expressao ge¬ 
nica que leva duas copias de pelo menos uma porgao do gene 
de interesse em orientagoes inversas, que e introduzido no 
organismo por transformagao ou transfeegao (Fig. \122b). 
Quando o transgene introduzido e transcrito, ele produz 
uma molecula de RNA que e autocomplementar e forma 
uma haste e alga parcialmente bifilamentar, ou “grampo”. 
Em ambos os casos, o dsRNA estimula o silenciamento do 
gene induzido pelo RNA. O dsRNA e ligado pelo complexo 
de silenciamento induzido pelo RNA (RISC) e e degradado 
ou traducionalmente reprimido, dependendo do organismo 
e das celulas envolvidas (veja Cap. 21 para detalhes). 

A RNAi e facil de ser realizada em C. elegans. Estes peque- 
nos vermes podem ser microinjetados com dsRNA, inseridos 
em um meio contendo o dsRNA ou alimentados com bacterias 
que produzem o dsRNA de interesse. Todos os tres procedi- 
mentos promovem um efetivo silenciamento em C. elegans. 

A sequencia de 99% do genoma de C. elegans foi publi- 
cada em dezembro de 1998. Em dois anos, grupos colabo- 
rativos de pesquisa no Reino Unido, na Alemanha, na Sufga 
e no Canada usaram RNAi para sistematicamente silenciar 
mais de 90% dos 2.769 genes previstos no cromossomo I e 
mais de 96% dos 2.300 genes previstos no cromossomo III 
de C. elegans. Tais estudos deram novas informagoes sobre 
as fungoes de mais de 400 genes. Claramente, RNAi e uma 
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© RNA bifilamentar contendo a 
sequencia desejada e sintetizado 
in vitro. 


© Cassete de expressao genica levando duas 
copias da sequencia desejada em orientacoes 
inversas e introduzido no genoma. 


dsRNA 


3' 

5' 
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© Degradacao do mRNA ou repressao 
da traducao pelo complexo de 
silenciamento induzido por RNA (RISC). 



(a) Iniciacao de RNAi por sintese e injecao de 
dsRNA. 
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(b) Iniciacao de RNAi por introducao de um transgene 
codificante de RNA autocomplementar. 


Fig. 17.22 ■ Dois 
procedimentos para iniciar 
RNAi com RNA bifilamentar 
(dsRNA). (a) Uma molecula 
de dsRNA contendo uma 
parte da sequencia de 
nucleotideos do gene a ser 
silenciado e sintetizada 
in vitro e injetada no 
organismo. (b) Um cassete de 
expressao genica contendo 
duas copias de um segmento 
do gene em orientagoes 
inversas e construido e 
introduzido no organismo 
pesquisado. O transcrito de 
RNA autocomplementar 
forma um grampo de RNA 
parcialmente bifilamentar. 

Em ambos os casos, o dsRNA 
inicia o silenciamento do 
gene alvo por meio da via do 
complexo de silenciamento 
induzido por RNA (RISC), que 
resulta na degradacao do 
mRNA alvo ou na repressao 
de sua traducao (veja Cap. 21 
para detalhes). 


ferr ament a poderosa para dissecar processos biologicos. A 
RNAi usa vias naturais envolvidas na regulacao da expressao 
genica. Existem centenas de genes em genomas de plantas e 
animais que codificam microRNA, os quais formam dsRNA 
in vivo. No momento, conhecemos as funcoes regulatorias 
de apenas alguns desses microRNA (veja Cap. 21). Entre- 
tanto, as funcoes do restante dos microRNA sao objeto de 
continuadas investigagoes. 

Pode a RNAi ser usada para inibir a reprodu^ao de vi¬ 
rus tais como o da imunodeficiencia humana (HIV) ou para 
diminuir a expressao de oncogenes (genes causadores de 
cancer)r Nao temos a resposta para a pergunta. Entretanto, 
sabemos que o mundo dos negocios esta enmsiasmado com 
as potenciais aplicacoes terapeuticas da RNAi. Nao so as 
grandes empresas farmaceuticas estao investindo pesado na 
tecnologia da RNAi, mas muitas empresas foram formadas 


especificamente para explorar a RNAi visando metas comer- 
ciais. Se as tecnologias de RNAi irao atender ou nao as ex- 
pectativas, so esperando para ver. 

M PONTOSIMPORTANTES 

■ Os enfoques de genetica reversa usam seqiiencias conhecidas 
de nucleotideos para criar procedimentos que isolem muta- 
Coes nulas de gene ou inibam a expressao genica. 

■ O RNA anti-sentido, que e complementar ao RNA com sentido 
(mRNA), pode ser usado para desligar ou reduzir a expressao 
de genes individuals. 

B As insergoes de transposons ou T-DNA fornecem uma fonte de 
mutagoes nulas de genes. 

■ A interference do RNA - bloqueio da expressao genica com 
RNA bifilamentar - pode ser usada para dissecar processos bio¬ 
logicos mediante inibigao das fungoes de genes especificos. 
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|p UM y AR(0 NA QENETtCA: Repetigoes de Trinucleotideos e Doen^a Humana 


Desde a epoca de Archibald Garrod, milhares de disturbios hu- 
manos hereditarios foram descritos e estudados. Informagoes 
do Projeto do Genoma Humano hoje estao sendo usadas para 
elucidar a base molecular dessas doenqas. Em muitos casos, um 
unico gene sofreu muta<;ao por uma simples mudan^a de par de 
bases que substitui um aminoacido por outro no produto poli- 
peptidico do gene. Em outros casos, a mutaqao subjacente tern 
um efeito mais drastico - ela pode terminar prematuramente a 
sintese de polipeptideos ou pode alterar a matriz de leitura de 
modo que seja produzido um polipeptideo errado. A medida que 
este trabalho de detetive molecular tern progredido, geneticis- 
tas aprenderam que varias duzias de doenqas hereditarias surgem 
de instabilidades na composiqao de sequences de genes. Mais 
frequentemente, essas instabilidades envolvem regioes nas quais 
uma unidade de tres nucleotideos adjacentes, um trinucleotideo, 
e repetida em tandem muitas vezes. 

A sindrome do X fragil foi o primeiro disturbio humano a ser 
associado a uma repetiqao instavel de trinucleotideos. Pessoas 
afetadas por este disturbio exibem significativo comprometi- 
mento mental. Elas tambem podem apresentar anomalias faciais 
e comportamentais. A sindrome do X fragil ocorre em cerca de 1 
em cada 4.000 homens e em cerca de 1 em cada 7.000 mulheres. 
Depois da sindrome Down, e a causa mais frequente de retardo 
mental herdado em humanos. Estudos de heredogramas indicam 
que a sindrome do X fragil e causada por uma mutaqao dominante 
ligada ao X que e totalmente penetrante. Cerca de 20% dos ho¬ 
mens hemizigotos e cerca de 30% das mulheres heterozigotas nao 
manifestam sintomas. Entretanto, descendentes de uma pessoa 
assintomatica podem ter os sintomas do X fragil. De fato, seu 
risco de ser afetado pode ser consideravelmente aumentado. Este 
fenomeno, primeiramente descrito por Stephanie Sherman, foi 
chamado de “paradoxo de Sherman. 1 " 

Os primeiros estudos demonstraram que a sindrome do X fra¬ 
gil esta associada a uma anomalia citologica que e detectavel em 
celulas que foram cultivadas na ausencia de timidina e acido fo- 
lico. Esta anomalia, uma constriqao perto da ponta do braqo longo 
do cromossomo X, da a impressao de que a ponta esta quase se 
destacando do resto do cromossomo (Fig. la), donde o nome cro¬ 
mossomo do X fragil. Analise molecular mostrou subsequente- 
mente que este cromossomo contem uma repetiqao instavel de 
trinucleotideo, (CGG) n , no sitio fragil. 2 Essa repetiqao esta situada 
na regiao 5 ? -nao traduzida de um gene designado como FMR-1, de 
gene 1 de retardo mental por X fragil (Fig. lb). O produto proteico 

Gherman, S. L., N. E. Morton, P. A. Jacobs e G. Turner. 1984. The marker (X) 
syndrome: a cytogenetic and genetic analysis. Annals of Human Genetics 48: 
21-37. 

2 Fu, Y-H, D. P. A. Kuhl, A. Pizzuti, M. PierettiJ. S. Sutcliffe, S. Richards, A.J. M. H. 
Verkerk, J. J. A. Holden, R. G. Fenwick, Jr., S. T. Warren, B. A. Oostra, D. L. Nelson 
e C. T. Caskey. 1991. Variation of the CGG repeat at the fragile X site results in 
genetic instability: resolution of the Sherman paradox. Cell 67\ 1047-1058. 


deste gene, referido como FMRP, acumula-se nos dendritos de 
neuronios, que sao longas extensoes do corpo celular neuronal 
que fazem conexoes com outras celulas. 

FMRP e uma proteina de ligaqao ao RNA. Ela e encontrada em 
complexos com mRNA e outros componentes do aparelho de tra- 
duqao e pode ter um papel no transporte de moleculas de mRNA 
ou na regulaqao de sua traduqao, possivelmente interagindo com 
microRNA (veja Cap. 21). Pessoas com a sindrome do X fragil aparen- 
temente nao produzem esta proteina. Assim, a falta de expressao 
do gene FMR-1 parece ser a causa da sindrome do X fragil. 

De que modo a perda de expressao de FMRP esta relacionada a 
repetiqao instavel de trinucleotideos na regiao 5' do gene FMR-11 
Genes FMR-1 normais, isto e expressos, contem 6 a 59 copias desta 
repetiqao. Em contraste, genes FMR-1 anormais, isto e, nao expres¬ 
sos, que sao encontrados em pessoas portadoras da sindrome do 
X fragil, contem mais de 200 copias. De algum modo, um aumento 
no numero de repetiqoes de trinucleotideos interfere na expres¬ 
sao do gene FMR-1 . Uma hipotese atualmente em investigaqao e 
que o aumento do numero de repetiqoes provoca modificaqao 
quimica do DNA no promotor do gene FMR-1 . Esse promotor e 
altamente metilado em pessoas que tern a sindrome do X fragil. 
Varios estudos mostraram que a hipermetilaqao do DNA, espe- 
cialmente ao redor de promotores, silencia a expressao genica 
(veja Cap. 21). 

E quanto aos casos em que o numero de repetiqoes de tri¬ 
nucleotideo esta entre 60 e 200? Pessoas com este numero de 
repetiqoes geralmente nao apresentam a sindrome do X fragil. 
Entretanto, seus descendentes sim. Diz-se que genes FMR-1 com 
60 a 200 copias da repetiqao de trinucleotideo estao em um es- 
tado de pre-mutaqao. O aumento do numero de copias da repe- 
tiqao pode criar o estado de mutante, ou muta<;ao completa. Tais 
aumentos podem ocorrer na linhagem germinativa feminina, mas 
aparentemente nao na linhagem germinativa masculina. Durante 
replicagao do DNA, a DNA-polimerase pode "deslizar” ou “trope- 
<;ar” quando passa por uma regiao contendo varias repeti<;oes em 
tandem (Fig. 2). Apos sistemas de reparo corrigirem as estruturas 
em grampo resultantes, a regiao repetida pode ser aumentada 
significativamente. Estetipo de mecanismo pode, portanto, expli- 
car por que a regiao repetida e instavel de geraqao para geraqao. 
Entretanto, nao sabemos por que essa instabilidade deve ocorrer 
so em mulheres. Em qualquer caso, a expansao das repetiqoes de 
trinucleotideos na regiao 5’ do gene FMR-1 explica o paradoxo de 
Sherman. Pessoas que levam um alelo de pre-mutagao do gene 
nao manifestam sintomas de X fragil. Entretanto, se a regiao re¬ 
petida neste alelo se amplia o suficiente durante a replicaqao 
do DNA, pode ser criado um alelo mutante. Qualquer prole que 
herde este alelo mutante exibira a sindrome do X fragil. 

Em um ano apos a descoberta da repeti^ao instavel de tri¬ 
nucleotideos no gene FMR-1, outro disturbio neurodegenera- 
tivo, a atrofia muscular espinobulbar (tambem conhecida como 









GENETICA REVERSA: DISSECANDO PROCESSOS BIOLOGICOS POR INIBIIJAO DA EXPRESSAO GENICA 


539 



UM ^ARCO NAgENETKA (continual) 



(a) 


Alelos normals de FMR-1 

(CGG)g_59 

ATG 


38 Kb 


TAA 


- .. —IN IMF- 


umi J — 

1 2345 67 8 9 10 11 121314 15 16 17 

| Transcricao 

Pre-mutacao de alelos FMR-1 



(CGG) 60 _2oo 



V A T G 


TAA 

I_ 

7 -HKMKDC 


imn 


Transcrito primario 


Instave!, tende 
a se expandir 


r Transcricao 


Alelos FMR-1 mutantes 

(CGG) >2 oo 

ch 3 \ 

CH 3 |CH 3> 


Transcrito primario 


ATG 


TAA 


t 

Metilacao 


HMHOO 


oocno 


t 


Sem transcricao 


(b) 


* X fragl1 e ^ X normal de uma mulher esquerda) e o cromossomo X fragil e um Y normal de um homem 
(a direita . (b) A localiza^ao e o numero de repeti 9 oes de trinucleotideos CGG em alelos normal (em cima), pre-muta ? ao (no centra) e 
mutante (emba.xo) do gene FMR-1. Os promotes dos alelos mutantes sao muito metilados, o que bloqueia a transcrito 












































S40 ■ APLICAgOES DA 6ENETICA MOLECULAR 




Fig. 2 ■ Um mecanismo posslvel 
para a expansao de repeti<;6es 
de trinucleotideos. Durante a 
replicagao da repeti<;ao em tandem, 
a DNA-polimerase sai do filamento 
molde, retrocede e entao reinicia a 
sfntese em uma regiao previamente 
replicada. O grampo formado 
como resultado do “deslizar” e 
reconhecido como um defeito por 
uma enzima de reparo do DNA, o 
que inicia o processo de reparo. 
Uma DNA-polimerase envolvida 
na via de reparo catalisa a slntese 
de um filamento complementar ao 
grampo desdobrado, produzindo 
uma regiao expandida de repeti^ao 
de trinucleotideos. 


5 cggcggcggcggcggcggcggcggcggcggcggcggcggcggcggcggcggcggcggcgg6ggcggcggcgg 

GCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCC GCCGCCGLOGGG,., 

Repeticao expandida de trinucleotideo 


doenqa Kennedy), foi associada a uma repetiqao instavel de trinu¬ 
cleotideos, desta vez (CAG) n . 3 Foi entao demonstrado que mui- 
tos outros disturbios neurodegenerativos resultam de repeti<;6es 
expandidas de trinucleotideos. O mais conhecido deles e a do- 
en<;a Huntington. Mutagoes que envolvem repeti^oes instaveis 
de trinucleotideos portanto parecem ser um tipo significativo de 
defeito genetico em nossa especie. 

3 La Spada, A. R„ E. M. Wilson, D. B. Lubahn, A. E. Harding, e H. Fischbeck. 1991. 
Androgen receptor gene mutations in X-linked spinal and bulbar muscular 
atrophy. Nature 352: 77-79. 


QUESTOES PARA DISCUSSOES 

1. A presence da repetiqao expandida de trinucleotideos em um 
gene pode ser detectada por um simples teste de DNA (veja 
Fig. 17.2). Se voce acha que pode ser portador de um alelo pre- 
mutaqao do gene FMR-1, voce faria o teste? Caso sim, com 
quern voce compartilharia os resultados? 

2. Qual poderia ser o significado evolutivo de repetiqoes de tri¬ 
nucleotideos? Como elas influenciariam a composicao e a es- 
trutura de genomas? 
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Exercicios Basicos 


llustram a analise genetica basica. 


1. Como foram usados os polimorfismos de comprimento de ffag- 
mentos de restrigao (RFLP) na pesquisa do gene mutante que 
causa a doenga Huntington (HD)? 

Resposta: As equipes de pesquisa de HD triaram membros de 
duas grandes famflias quanto a ligagao entre RFLP e o gene 
HD. Elas encontraram um RFLP no cromossomo 4 que estava 
muito ligado ao gene HD (4% de recombinagao). 

2. Uma vez estabelecida uma forte ligagao entre o gene HD e o 
RFLP no cromossomo 4, qual foi o proximo passo das equipes 
de pesquisa em sua procura pelo gene IID? 

Resposta: Em seguida, elas prepararam um mapa de restrigao 
detalhado desta regiao (englobando 500 kb) do cromossomo 4 
(veja Fig. 17.1). 

3. Como as equipes de pesquisa identificam genes candidates den- 
tro de uma regiao mapeada do cromossomo 4? 

Resposta: Elas usaram clones de cDNA para identibear os seg- 
mentos codificantes ou exons dos genes na regiao e triar bi- 
bliotecas genomicas quanto a clones superpostos de exons. As 
seqiiencias dos cDNA e DNA genomicos foram entao compa- 
radas para deduzir as estruturas exon-fntron dos genes na regiao 
mapeada. 

4. Como as equipes de pesquisa de HD determinaram qual dos 
genes candidates era o gene HD? 

Resposta: Elas sequenciaram os genes candidates de indivf- 
duos com HD e os membros nao afetados de suas famflias e 


procuraram anomalias estruturais nos genes de pessoas afeta¬ 
das. Seus resultados mostraram que um gene, hoje chamado de 
huntingina , contem uma repetigao de trinucleotfdeo, (CAG) W , 
que estava presente em 11 a 34 copias de pessoas nao afetadas e 
em 42 a mais de 100 copias em pessoas nao afetadas. Elas iden- 
tificaram esta repetigao expandida de trinucleotfdeos nos alelos 
de huntingtina de membros afetados de 72 famflias diferentes, 
deixando poucas duvidas de que huntingina e o gene HD. 

5. Qual o valor do conhecimento da seqiiencia de nucleotfdeos do 
gene huntingtina para consultores geneticos? 

Resposta: O conhecimento da seqiiencia de nucleotfdeos do 
gene huntingtina fomeceu a consultores um teste diagnostico 
simples e preciso da presenga de alelos mutantes do gene. Pri¬ 
mers oligonucleotfdicos de seqiiencias flanqueadoras da regiao 
de repetigao de trinucleotfdeos do gene podem ser usados para 
amplificar este segmento do gene, e pode ser determinado o 
numero de repetigoes de trinucleotfdeos por eletroforese em gel 
de poliacrilamida (veja Fig. 17.2). Como resultado, pessoas em 
risco de transmitir o gene mutante podem ser testadas quanto a 
sua presenga antes de comegar uma famflia. Se o gene mutante 
esta presente em um dos genitores, celulas fetais ou mesmo uma 
unica celula de um embriao pre-implantagao de oito celulas 
podem ser testados quanto a sua presenga. Assim, consultores 
geneticos sao capazes de fornecer as famflias em risco para o 
disturbio informagao precisa a respeito da presenga do gene em 
pessoas que planejam suas famflias, em celulas fetais e mesmo 
em embrioes de oito celulas. 


Testar Seus Conhecimentos 


Integra conceitos e tecnicas diferentes. 


1. Ataxia espinocerebelar (tipo 1) e uma doenga neurologica pro¬ 
gressiva com infeio ocorrendo tipicamente entre os anos 30 e 50. 
A neurodegeneragao resulta da perda seletiva de neuronios es- 
pecificos. Embora nao seja compreendido por que ocorre morte 
neuronal seletiva, sabe-se que a doenga e causada pela expansao 
de uma repetigao de trinucleotfdeos CAG, com alelos normais 
contendo cerca de 28 copias e alelos mutantes que possuem 43 
a 81 copias do trinucleotfdeo. Considerando as seqiiencias de 
nucleotfdeos em ambos os lados da regiao repetida, como voce 
testaria a presenga da regiao repetida expandida de trinucleotf¬ 
deos responsavel pela ataxia espinocerebelar tipo 1? 

Resposta: O teste de DNA para ataxia espinocerebelar (tipo 
1) seria similar ao teste para o alelo huntingtina descrito na Fig. 
17.2. Primeiro voce faria primers de PCR correspondentes a 
seqiiencias de DNA em ambos os lados da regiao CAG repe¬ 
tida. Esses primers seriam usados para amplificar a regiao CAG 
repetida desejada do DNA genomico da pessoa que esta sendo 
testada por PCR. Entao, os tamanhos das regioes de trinucleo¬ 
tfdeos repetidas seria determinada medindo-se os tamanhos dos 
produtos de PCR por eletroforese em gel. Qualquer gene com 
menos de 30 copias da repetigao CAG seria considerado um 
alelo normal, enquanto a presenga de um gene com 40 ou mais 


copias do trinucleotfdeo seria diagnostica dos alelos mutantes 
que causam ataxia espinocerebelar. 

2. Suponha que voce fez o teste de DNA para ataxia espinocerebe¬ 
lar em uma mulher com 25 anos de idade cuja mae morreu da 
doenga. Os resultados foram positivos para a mutagao de ataxia. 
A mulher e seu marido desejam ter seu proprio filho biologico, 
mas nao querem o risco de transmitir o gene defeituoso para 
nenhum de seus filhos. Quais sao as opgoes deles? 

Resposta: Suas opgoes irao depender de suas convicgoes reli- 
giosas e morais. Uma possibilidade envolve o uso de amniocen- 
tese ou biopsia corionica para obter celulas fetais no infeio da 
gravidez, fazendo teste de DNA quanto a regiao com expansao 
de trinucleotfdeos responsavel por ataxia espinocerebelar em ce¬ 
lulas fetais e so permitindo a continuagao da gestagao se o gene 
defeituoso nao estiver presente. Outra possibilidade e o uso de 
fertilizagao in vitro. O teste dc DNA para ataxia e entao feito em 
uma celula de um pre-embriao de oito celulas, e o pre-embriao so 
e implantado se o teste para o gene defeituoso de ataxia for nega- 
tivo. Uma terceira opgao pode estar dispomvel no futuro, ou seja, 
um metodo efetivo para tratamento da doenga antes do infeio da 
neurodegeneragao, talvez por terapia de substituigao do gene. 
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™ Questoes e Problemas Acentuam 

17.1. O que sao ilhas de CpG? Que valor tem as ilhas de CpG na 
clonagem posicional de genes humanos? 

17.2. Por que o gene mutante que causa a doenga Huntington e 
denominado buntingtina ? Por que este gene deve ser reno- 

meado no ftituro? 

1 ".3. Como a seqiiencia de nucleotfdeos do gene CF e usada para 
se obter informagoes sobre a estrutura e fungao de seu pro- 
duto genico? 

17.4. Como a caracterizagao do gene CF e seu produto pode pro- 
porcionar o tratamento de fibrose cfstica por terapia genica 
de celulas somaticas? Que obstaculos devem ser superados 
antes que a fibrose cfstica possa ser tratada de forma bem- 
sucedida por terapia genica? 

17.5. A distrofia miotonica (MD), que ocorre em cerca de 1 em 
8.000 pessoas, e a forma mais comum de distrofia muscular 
em adultos. A doenga, que e caracterizada por degenera- 
gao muscular progressiva, e causada por um gene mutante 
dominante que contem uma regiao com a repetigao CAG 
expandida. Os alelos tipo selvagem do gene MD contem 5 
a 30 copias do trinucleotfdeo. Os alelos mutantes contem 
50 a mais de 2.000 copias da repetigao CAG. A seqiien- 
cia completa de nucleotfdeos do gene MD esta disponfvel. 
Imagine um teste diagnostico para o gene mutante respon- 
savel por distrofia miotonica que possa ser feito usando-se 
DNA genomico de neonatos, celulas fetais obtidas por am- 
niocentese e celulas unicas de pre-embrioes de oito celulas 
produzidos por fertilizagao in vino. 

17.6. Em humanos, a ausencia de uma enzima chamada purina- 
nucleosfdeo-fosforilase (PNP) resulta em uma grave imu- 
nodeficiencia de celulas T similar a da doenga de imuno- 
deficiencia combinada grave (SCID). A deficiencia de PNP 
apresenta um padrao de heranga autossomica recessiva, e 
o gene que codifica PNP humana ja foi clonado e seqiien- 
ciado. Deficiencia de PNP seria boa candidata a tratamento 
com terapia genica? Imagine um procedimento para o tra¬ 
tamento de deficiencia de PNP por terapia genica de celu¬ 
las somaticas. 

17.7. Protefnas humanas agora podem ser produzidas em bac- 
terias tais como E. coli. Entretanto, nao podemos simples- 
mente introduzir um gene humano em E. coli e esperar que 
ele seja expresso. Que passos devem ser dados para cons- 
tnnr uma linhagem de E. coli que produza uma protefna de 
mamffero tal como o hormonio de crescimento humano? 

17.8. Voce construiu um gene sintetico que codifica uma enzima 
que degrada o herbicida glifosato. Voce deseja introduzir 
seu gene sintetico em plantas Arabidopsis e testar as plan- 
tas transgenicas quanto a resistencia ao glifosato. Como 
voce pode produzir uma planta transgenica Arabidopsis que 
abriga seu gene sintetico por uma transformagao mediada 
por A. tumefaciens ? 


compreensao e desenvolvem as habilidades analiticas. 

17.9. Um locus de VNTR humano contem uma repetigao em 
tandem (TAA)«, onde n pode estar entre 5 e 15. Quantos 
alelos deste locus voce esperaria encontrar na populagao hu¬ 
mana? 

17.10. Os fingerprints de DNA tiveram papeis importantes em mui- 
tos julgamentos recentes de estupro e assassinato. O que e 
um fingerprint de DNA? Que papeis as impressoes de DNA 
desempenham nestes casos forenses? Em alguns casos, ge- 
neticistas estiveram envolvidos com dados de fingerprints 
de DNA que foram usados impropriamente. Quais sao 
algumas de suas preocupagoes e como tais preocupagoes 
podem ser apropriadamente abordadas? 

17.11. Especialistas forenses, em sua maioria, concordant em que 
o fingerprint de DNA de amostras de sangue obtidas em 
cenas de crimes e em objetos pessoais pode fornecer evi- 
dencia convincente para condenagoes por assassinato. En¬ 
tretanto, a defensoria as vezes questiona, com sucesso, que 
o manuseio improprio de amostras de sangue resulta em 
contaminagao das amostras. Que problemas a contamina- 
gao de amostras de sangue apresenta na interpretagao de 
fingerprints de DNA? Voce esperaria que tais erros resul- 
tem na condenagao de uma pessoa inocente ou na absolvi- 
gao de uma pessoa culpada? 

17.12. Um grupo de corpos foi encontrado queimado em uma flo- 
resta. A polfcia suspeita de que eles podem incluir a famflia 
Jones desaparecida (os pais e duas criangas). Eles extrafram 
o DNA de ossos e examinaram os genes (usando PCR) A 
e B, que se sabe conter repetigoes em tandem de trincas de 
tamanho variavel. Eles tambem analisaram o DNA de dois 
outros homens. Os resultados sao mostrados adiante onde 
os mimeros indicam o numero de copias de uma repetigao 
em tandem em um alelo particular; por exemplo, o homem 
1 tem um alelo com 8 e outro alelo com 9 copias de uma 
repetigao em tandem no gene A. 


Gene A Gene B 


homem 1 

8/9 

5/7 

homem 2 

6/8 

5/5 

homem 3 

7/10 

7/7 

mulher 

8/8 

3/5 

crianga 1 

7/8 

5/7 

crianga 2 

8/8 

3/7 


A mulher poderia ser a mae de ambas as criangas? Por que 
sim ou por que nao? Qual homem, se algum, poderia ser o 
pai da crianga 1? 

17.13. Os fingerprints de DNA mostrados em seguida foram pre¬ 
parados usando-se DNA genomico de celulas sangiifneas 
obtidas de uma mulher, sua filha, e tres homens que dizem 
ser o pai da menina. Com base nas impressoes de DNA, 
o que pode ser determinado sobre a paternidade neste 
caso? 
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17.14. O plasmfdeo Ti contem uma regiao chamada T-DNA. Por 
que esta regiao e chamada de T-DNA e qual o seu signifi- 
cado? 

17.15. A geragao de plantas transgenicas usando-se a transforma- 
gao mediada por A. tumefaciens em geral resnlta em muitos 
locais de insergao. Estes sftios geralmente variam no mvel 
de expressao de transgene. Que enfoques voce poderia usar 
para determinar se plantas transgenicas levam ou nao mais 
que um transgene e, caso sim, se os transgenes foram inse- 
ridos em cromossomos? 

17.16. Vetores retrovirais desarmadospodemser usados paraintro- 
duzir genes em animais superiores, incluindo seres huma- 
nos. Que vantagens os vetores retrovirais tem em relagao a 
outros tipos de vetores de transference de genes? Quais as 
desvantagens? 

17.17. Camundongos transgenicos hoje sao rotineiramente produ- 
zidos e estudados em laboratories de pesquisa em todo o 
mundo. Como sao produzidos camundongos transgenicos? 
Que tipos de informagao podem ser obtidos de estudos 
feitos em camundongos transgenicos? Essa informagao tem 
alguma importance para a pratica da medicina? Caso sim, 
qual? 

17.18. O que e um RNA anti-sentido? Que emprego o RNA anti- 
sentido tem na pesquisa genetica? na agricultura? Como 
pode ser produzida uma celula ou um organismo que pro- 
duz um RNA anti-sentido especifico? 

17.19. Muitasproteinashumanasvaliosas contem componentes de 
carboidratos ou lipfdeos que sao adicionados pos-transcri- 
cionalmente. Bacterias nao contem as enzimas necessarias 
para adicionar estes componentes a produtos primarios 
de tradugao. Como tais proteinas podem ser produzidas 
usando-se animais transgenicos? 


17.20. Richard Meagher e colaboradores clonaram uma famfiia 
de 10 genes que codificam actinas (um componente im - 
portante do citoesqueleto) em Arabidopsis thaliana. Os 10 
produtos do gene de actina sao similares, em geral dife- 
rindo por apenas alguns aminoacidos. Assim, as sequencias 
codificantes dos 10 genes tambem sao muito similares, de 
modo que a regiao codificante de um gene faz hibridizagao 
cruzada com as regioes codificantes dos outros nove genes. 
Em contraste, as regioes nao codificantes dos 10 genes sao 
bem divergentes. Meagher supos que os 10 genes de actina 
apresentam padroes temporais e espaciais bem diferentes 
de expressao. Voce foi contratado por Meagher para testar 
esta hipotese. Crie experimentos que lhe permitam deter¬ 
minar o padrao temporal e espacial de expressao de cada 
um dos 10 genes de actina em Arabidopsis. 

17.21. O primeiro camundongo transgenico resultou de microin- 
jegao de ovocitos fertilizados com um \ etor de DNA si¬ 
milar ao diagramado na Fig. 17.13 exceto cue ele contem 
um promotor para o gene de metalotionema de mamffero 
ligado ao gene de HGH. O camundongo transgenico re- 
sultante mostrou niveis elevados de HGH em tecidos e 
orgaos a excegao da hipofise - por exemplo, no coragao, 
no pulmao e no figado; na hipofise, ocorreu stofia. Como 
a produgao de HGH em animais transgenicos poderia ser 
mais bem regulada, com expressao res trim a hipofise? 

17.22. Como os enfoques da genetica reversa para dissecar proces- 
sos biologicos difere de enfoques da genetica classica? 

17.23. De que modos os procedimentos de RNA anti-sentido e 
silenciamento genico por RN.Ai sao iguais? diferentes? 

17.24. Como os enfoques de mutagenese insercional diferem de 
outros enfoques da genetica reversa? 

17.25. A mutagenese insercional e uma poderosa ferramenta tan to 
em plantas quanto em animais. Entretanto, quando se faz 
mutagenese insercional em grande escala, que vantagem 
importante as plantas tem em relagao aos animais? 

17.26. Discutimos os efeitos desafortunados de mutagenese inser¬ 
cional nos dois garotos que desenvolveram leucemia apos 
tratamento da doenga de imunodeficiencia combinada 
grave ligada ao X por terapia genica (veja F'is. 17.9). Como 
esta conseqliencia da terapia genica pode ser evitada no fa- 
turo? Voce acredita que o uso de terapia genica com celulas 
somaticas para tratar doengas humanas possa ainda ser feito 
100% livre de risco? Por que? Por que nao? 

17.27. Um filamento de um gene de Arabidopsis thaliana tem a se- 
guinte seqiiencia de nucleotldeos: 

atgagtgacgggaggaggaagaagagcgtgaacggaggtgcaccggcgcaaa 
caatcttggatgatcggagatctagtcttccggaagttgaagcttctccaccg 
gctgggaaacgagctgttatcaagagtgccgatatgaaagatgatatgcaaaag 
gaagctatcgaaatcgccatctccgcgtttgagaagtacagtgtggagaag 
gatatagctgagaatataaagaaggagtttgacaagaaacatggtgctacttggcattg 
ca ttgttggtcgcaa ctttggttctta tgtaaegea tgagaca aa cca tttcgttta ct 
tctacctcgaccagaaagctgtgctgctcttcaagtcgggttaa 
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A(s) fungao(6es) deste gene ainda e(sao) incerta(s). (a) Como 
voce pode usar um RNA and-sentido para estudar sua(s) 
fiingao(oes)? (b) Como a mutagenese insercional pode ser 
usada para investigar a(s) funcao(oes) do gene? (c) Crie um 
experimento usando interferencia de RNA para sondar a(s) 
funcao(oes) do gene. 

17.28. Yamos examinar o web site (http://signal.salk.edu/cgi-bin/td- 
naexpress) do Salk Institute Genome Analysis Laboratory 


para ver se alguma de suas linhagens de T-DNA tern in¬ 
scribes no gene mostrado na pergunta anterior. No web site 
SIGnAL, desga ate “Blast” e digite a seqiiencia no boxe. O 
mapa resultante mostrara a localizaiao das inscribes mape- 
adas de T-DNA relativas a localizaiao do gene (retangulo 
verde no topo). As setas azuis a direita do topo permitem-lhe 
enfocar a regiao curta contendo o gene ou regioes relativa- 
mente longas do cromossomo 4 de Arabidopsis. Existe alguma 
inseriao de T-DNA no gene em questao? perto do gene? 












CAPITULO j g 


Elementos Geneticos de 
Transposi^ao 


Topicos 

Elementos de Transposi^ao: 
Uma Visao Geral 

Elementos de Transposi^ao em 
Bacterias 

Recortar e Colar Transposons 
em Eucariontes 

Retrovirus e Retrotransposons 
Elementos de Transposi^ao em 
Humanos 

O Significado Genetico e 
Evolutivo de Elementos de 
Transposi^ao 



Variaqao de cores entre graos de milho. Estudos da base genetica desta varia^ao resultaram na 
descoberta dos elementos de transposiqao. 


Milho: Um Cultivo Basico com uma Heranga Cultural 

O plantio de milho e um dos cultivos mais importantes do mundo. O cultivo 
do milho comeqou ha pelo menos 5.000 anos na America Central. Na epoca 
em que Cristovao Colombo chegou ao Novo Mundo, o cultivo do milho ja 
se havia expandido desde o norte (Canada) ate o sul (Argentina). Os nativos 
das Americas do Norte e do Sul desenvolveram muitas variedades diferentes 
de milho, cada uma adaptada a condiqoes particulares. Eles desenvolveram 
variedades que tinham graos coloridos - vermelhos, azuis, amarelos, brancos 
e purpura - e associaram cada cor a um valor estetico ou religioso especial. 
Para as pessoas do sudoeste norte-americano, por exemplo, o milho azul e 
considerado sagrado, e cada uma das quatro direqoes cardinais e represen- 
tada por uma cor particular de milho. Alguns grupos consideram os graos 
com listras e pontos como sinais de forqa e vigor. 







545 



























546 ■ ELEMENTOS GENETICOS DE TRANSPOSICAO 


Os padroes coloridos que vemos nas espigas de milho tambem tem um importante 
significado cientifico. Pesquisas modernas mostraram que as listras e pontos em graos 
de milho sao o resultado de um fenomeno genetico chamado de transposigao. No 
genoma do milho, como dentro dos genomas da maioria dos organismos, geneticistas 
encontraram sequences de DNA que podem mover-se de uma posigao para outra. 
Estes elementos de transposigao - ou, mais simplesmente, tronsposons - constituem 
uma fraqao apreciavel do genoma. Em milho, por exemplo, eles contribuem com 
mais de metade de todo o DNA. Quando elementos de transposigao se movem de 
um local para outro, eles podem quebrar cromossomos ou mutar genes. Assim, tais 
elementos tem um profundo significado genetico. 


ELEMENTOS DE TRANSPOSICAO: 

UMA VISAO GERAL 

Elementos de transposigao, ou transposons, sao 
encontrados nos genomas de muitos tipos de 
organismos; eles sao estrutural e funcionalmente 
diversos. 

O mundo dos elementos de transposigao e rico em di- 
versidade. Aluitos tipos diferentes de elementos foram iden- 
tificados em uma grande variedade de organismos, incluindo 


bacterias, fungos, protistas, plantas e animais. Estes elemen¬ 
tos sao componentes destacados de genomas - por exemplo, 
mais de 40% do genoma humano — e eles claramente exer- 
cem papeis na modelagao da estrutura dos cromossomos e 
na modulagao da expressao dos genes. Neste capftulo, explo- 
raremos a diversidade estrutural e comportamental de tipos 
diferentes de elementos de transposigao e investigaremos 
seu significado genetico e evolutivo. 

Embora cada tipo de elemento de transposigao tenha 
suas proprias caracteristicas especiais, a maioria deles pode 
ser classificada em uma dentre tres caracteristicas com 
base na maneira como eles sao transpostos (Quadro 18.1). 


QUADRO 18.1 


Categorizagao dos Elementos de Transposigao pelo Mecanismo de Transposigao 


Categoria 

Exemplos 

Organismo Hospedeiro 

I. Transposons de recortar e colar 


Elementos IS (p. ex., IS 50) 

Bacterias 


Transposons compostos (p. ex., Tn5) 

Bacterias 


Elementos Ac/Ds 

Milho 


Elementos P 

Drosophila 


Elementos mariner 

Drosophila 


Elementos hobo 

Drosophila 


Elementos Tel 

Nematodeos 

11. Iransposons replicativos 


Elementos Tni 

Bacterias 

III. Retrotransposons 

A. Elementos tipo retrovirus (tambem chamados longas repetiroes terminais, 

ou LTR, retrotransposons) 


m 

Leveduras 


copia 

Drosophila 

B. Retroposons 

gypsy 

Drosophila 


Elementos F, G e I 

Drosophila 


Retroposons especfficos 
de telomeros (. HeT-A , TART) 

Drosophila 


LINE (p. ex., LI) 

Humanos 


SINE (p. ex., Alii) 

Humanos 
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Na primeira categoria, a transposigao e feita excisando-se 
um elemento de sua posigao em um cromossomo e inse- 
rindo-o em outra posigao. Os eventos de excisao e inser¬ 
gao sao catalisados por uma enzima chamada transposase, 
que e codificada pelo proprio elemento. Geneticistas re- 
ferem-se a este mecanismo como transposigao de cortar e 
colar porque o elemento e fisicamente cortado de um sftio 
em um cromossomo e colado em outro sftio, que pode ser 
ate mesmo em um cromossomo diferente. Chamaremos 
os elementos nesta categoria de transposons de cortar 
e colar. 

Na segunda categoria, a transposigao e feita por um pro- 
cesso que envolve replicagao do DNA do elemento de trans¬ 
posigao. Uma transposase codificada pelo elemento medeia 
uma interagao entre o elemento e um sftio potencial de in¬ 
sergao. Durante essa interagao, o elemento e replicado e uma 
copia dele e inserida em um novo local; uma copia tambem 
permanece no local original. Como existe um ganho de uma 
copia do elemento, geneticistas referem-se a este mecanismo 
como transposigao replicativa. Chamaremos tais elementos de 
transposons replicativos. 

Na terceira categoria, a transposigao e feita por um pro- 
cesso que envolve a insergao de copias de um elemento que 
sao sintetizadas a partir do RNA do elemento. Uma en¬ 
zima chamada de transcriptase reversa usa o RNA do ele¬ 
mento como um molde para sintetizar moleculas de DNA, 
que sao entao inseridas em novos sftios cromossomicos. 
Como esse mecanismo reverte o sentido usual pelo qual 
flui a informacao genetica nas celulas, isto e, flui do RNA 
para o DNA e nao do DNA para o RNA, geneticistas re¬ 
ferem-se a ele como retrotransposigao. Nos chamaremos os 
elementos nesta categoria de retrotransposons. Alguns 
dos elementos que sao transpostos deste modo estao rela- 
cionados aos retrovirus e sao conseqiientemente chamados 
de elementos similares a retrovirus. Outros elementos que 
participam da retrotransposigao sao simplesmente chama¬ 
dos de retroposons. 

Consideraremos muitos elementos de transposigao dife- 
rentes neste capftulo, cada um com sua propria historia pe¬ 
culiar. O Quadro 18.1 categoriza estes elementos de acordo 
com seus mecanismos de transposigao. Os transposons de 
recortar e colar sao encontrados tanto em procariontes 
quanto em eucariontes. Os transposons replicativos sao en¬ 
contrados apenas em procariontes, e os retrotransposons sao 
encontrados apenas em eucariontes. 

mm PONTOS1MP0RTANTES 

■ Um transposon de cortar e colar e removido de uma posigao 
genomica e inserido em outra por uma enzima, a transposase, 
que e geralmente codificada pelo proprio transposon. 

■ Um transposon replicativo e copiado durante o processo de 
transposigao. 

■ Um retrotransposon produz moleculas de RNA que sofrem 
transcrigao reversa em moleculas de DNA. Essas moleculas de 
DNA sao subsequentemente inseridas em novas posigoes ge- 
nomicas. 


ELEMENTOS DE TRANSPOSIGAO EM 
BACTERIAS 

Os transposons bacterianos movem-se dentro do 

cromossomo bacteriano e varios tipos de plasmideos e 

entre eles. 

Embora elementos de transposigao tenham sido origi- 
nalmente descobertos em eucariontes, os transposons bacte¬ 
rianos foram os primeiros a serem estudados em nfvel mole¬ 
cular. Existem tres tipos principals: as seqiiencias de insergao, 
ou elementos IS, os transposons compostos e os elementos 
Tn 3. Estes tres grupos de transposons diferem em tamanho 
e estrutura. Os elementos IS sao os mais simples, contendo 
apenas genes que codificam protefnas envolvidas em trans¬ 
posigao. Os transposons compostos e os elementos Tn 3 sao 
mais complexos, contendo alguns genes que codificam pro- 
dutos nao relacionados ao processo de transposigao. 

Elementos IS 

Os transposons bacterianos mais simples sao as seqiiencias 
de insergao ou elementos IS, assim chamados porque po- 
dem inserir-se em muitos sftios diferentes em cromossomos 
bacterianos e plasmideos. Elementos IS foram primeiro de- 
tectados em algumas mutagoes lac~ de E. coli. Tais mutagoes 
tern a propriedade incomum de reverter ao tipo selvagem em 
alta taxa. Analises moleculares revelaram que essas mutagoes 
instaveis possufam um DNA extra nos genes lac ou perto 
deles. Quando o DNA dos revertentes tipo selvagem destas 
mutagoes foram comparados com os das proprias mutagoes, 
foi descoberto que o DNA extra havia sido perdido. Assim, 
tais mutagoes geneticamente instaveis foram causadas por 
seqiiencias de DNA que se haviam inserido em genes de E . 
coli , e a reversao para o tipo selvagem foi causada pela excisao 
destas seqiiencias. Seqiiencias de insergao similares foram 
encontradas em muitas outras especis bacterianas. 

Os elementos IS sao organizados de modo compacto. 
Tipicamente, eles consistem em menos de 2.500 pares de 
nucleotfdeos e content apenas genes cujos produtos estao 
envolvidos em promover ou regular a transposigao. Muitos 
tipos distintos de elementos IS ja foram identificados. O me- 
nor, IS7, tern 768 pares de nucleotfdeos de tamanho. Cada 
tipo de elemento IS e demarcado por seqiiencias identicas, 
ou quase identicas, curtas em suas pontas (Fig. 18.1). Como 
essas seqiiencias terminais estao sempre em orientagao in- 
versa uma em relagao a outra, elas sao chamadas de repeti- 
coes terminais invertidas. Seus tamanhos variant de 9 a 40 
pares de nucleotfdeos. Repetigoes terminais invertidas sao 
caracterfsticas da maioria dos tipos de transposons mas nao 
todos. Quando nucleotfdeos nestas repetigoes estao muta- 
dos, o transposon geralmente perde sua capacidade de mo- 
ver-se. Tais mutagoes demonstram, portanto, que repetigoes 
terminais invertidas tern um papel importante no processo 
de transposigao. 
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Repeticoes terminals invertidas 

i--- A -, 

5'- CTGACTCTT AAGAGACAG - 3' 

3-GACTGAGAA TTCTCTGTC-5' 


IS50 



ACATTAACC ACATTAACC 

TGTAATTGG TGTAATTGG 

I_l 


Duplicacao de sftio alvo 


Fig. 18.1 ■ Estrutura de um elemento de insergao IS50 mostrando 
suas repeticoes terminals invertidas e a duplicacao de sitios alvos. As 
repeticoes terminals invertidas sao imperfeitas porque o quarto par 
de nucleotfdeos de cada ponta e diferente. 


Pelo menos alguns elementos IS codificam uma protema 
que e necessaria para transposigao. Esta protema, chamada 
transposase, parece ligar-se perto das pontas do elemento, 
onde corta ambos os filamentos do DNA. A clivagem do 
DNA nestes sftios remove o elemento do cromossomo 
ou plasmideo, de modo que ele pode ser inserido em uma 
nova posigao na mesma molecula ou em uma molecula dife¬ 
rente de DNA. Os elementos IS sao, portanto, transposons 
de cortar e colar. Quando elementos IS sao inseridos em 
cromossomos ou plasmfdeos, eles criam uma duplicagao de 
parte da seqiiencia de DNA no sftio da insergao. Uma copia 
da duplicagao esta situada em cada lado do elemento. Estas 
curtas (2 a 13 pares de nucleotfdeos) seqiiencias de repetigao 
direta, chamadas de duplicacoes de sftio alvo, parecem sur- 
gir de clivagem desencontrada da molecula bifilamentar de 
DNA (Fig. 18.2). 

Um cromossomo bacteriano pode conter varias copias 
de um determinado tipo de elemento IS. Por exemplo, 6 a 
10 copias de IS I sao encontradas no cromossomo de E. coli. 



Os dois filamentos do DNA alvo sao 
clivados em sitios diferentes (setas). 


I 


IE 


ACCGTCGGCATCA 

TGGCAGCCGTAGT 


III 


Q 0 elemento IS e inserido no 
espaco criado pela clivagem 
desencontrada do DNA alvo. 


TfpJI ACCGTCGGCAT 


CA 

E GCAGCCGTAGT 


Q A sintese de DNA (verde) 
preenche os espacos em cada 
lado do elemento IS, produzindo 
uma duplicacao direta do sftio alvo. 


TT1 ACCGTCGGCAT 1 

-LLL TGGCAGCCGTA 1 


- c catti" 

l GCAGCCGTAGT ±11 


Fig. 18.2 ■ A produgao de duplicagoes de sftio alvo pela insergao 
de um elemento IS. 


Plasmfdeos tambem podem conter elementos IS. O plasmi¬ 
deo F, por exemplo, tipicamente tern pelo menos dois ele¬ 
mentos IS diferentes, IS2 e 1ST Quando um determinado 
elemento IS reside tanto em um plasmideo quanto em um 
cromossomo, ele cria a oportunidade de recombinagao ho- 
mologa entre moleculas diferentes de DNA. Tal recombina¬ 
gao parece ser responsavel pela integragao do plasmideo F 
no cromossomo de E. coli (Cap. 8). 

Tanto o cromossomo de E. coli quanto o plasmideo F 
sao moleculas de DNA circular. Quando o plasmideo e o 
cromossomo se recombinam em uma regiao de homolo- 
gia - por exemplo, em um elemento IS comum a ambos -, 
o plasmideo menor e integrado ao cromossomo maior, 
criando uma unica molecula circular. Tais eventos de inte¬ 
gragao produzem linhagens Hff capazes de transferir seus 
cromossomos durante a conjugagao. Essas linhagens variam 
no sftio de integragao do plasmideo F porque os elementos 
IS que medeiam a recombinagao ocupam diferentes posigoes 
cromossomicas em linhagens diferentes de E. coli , um resul- 
tado de sua capacidade de se transpor. Devido a seu papel 
em formar linhagens Hfr, os elementos IS potencializam a 
troca de genes cromossomicos entre linhagens diferentes de 
bacterias. Essa troca cria variabilidade genetica, que, jun- 
tamente com mutagoes, e a base da mudanga evolutiva em 
populagoes de bacterias. 


Transposons Compostos 

Transposons compostos, que sao transposons bacterianos 
de cortar e colar indicados pelo sfmbolo Tn, sao criados 
quando dois elementos IS sao inseridos um perto do ou- 
tro. A regiao entre eles pode entao ser transposta pela agao 
conjunta dos elementos flanqueadores. Os dois elementos 
IS “capturam” uma seqiiencia de DNA que de outro modo 
e imovel, e lhe conferem a capacidade de mover-se. A Fig. 
18.3 da tres exemplos. Em TnP, os elementos flanqueadores 
IS estao na mesma orientagao com relagao um ao outro, 
enquanto em TnJ e Tn 10 a orientagao e invertida. A regiao 
entre os elementos IS em cada um destes transposons con¬ 
tent genes que nao guardam relagao com transposigao. De 
fato, em todos os tres transposons, os genes entre os elemen¬ 
tos flanqueadores IS conferem resistencia a antibioticos. 

As vezes, os elementos flanqueadores IS em um trans- 
poson composto nao sao bem identicos. Por exemplo, no 
Tn>, o elemento a direita, chamado de IS50R, e capaz de 
produzir uma transposase para estimular a transposigao, mas 
o elemento a esquerda, chamado de IS50L, nao e capaz. Esta 
diferenga e devida a uma mudanga em um unico par de nu- 
cleotfdeo que impede que IS50L especifique a transposase 
ativa. 

Tn5 tambem ilustra outra caracterfstica dos transposons 
compostos: seu movimento e regulado (Fig. 18.4). Quando 
uma bacteria e infectada com um bacteriofago nao lftico que 
leva Tn5 em seu cromossomo, a freqiiencia de transposi¬ 
gao de Tn5 e intensamente reduzida se a bacteria infectada 
ja contiver uma copia de Tn>. Essa redugao significa que 
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±2.500 pn 


Gene cam r 


768 pn 


768 pn 


isi SHI isi 


± 5.700 pn 



IS50L HHH |ssor 


RepeticoesN^ 

terminals 

invertidas de 23 pn 


Repeticoes 

— terminals- 

invertidas de 9 pn 



5£i3 


Tn5 



Tn5 ocasionalmente Tn5 raramente 
se transpoe se transpoe 

(a) 


(a) Tn9 


(b) Tn5 


IS50L IS50R 



Transposase 


±9.300 pn 
a 


Gene tef 


1.329 pn 


-1 

1.329 pn 


ISI OL 


| ISI OR 

Repeticoes 

-terminals- 


invertidas de 22 pn 


(c) Tn 10 

Fig. 18.3 ■ A organizagao genetica de transposons compostos. Sao 
indicados a orientagao e o tamanho (em pares de nucleotideos, pn) 
das sequencias constituintes. (a) Tn9 consiste em dois elementos 
IS7 flanqueadores de um gene para resistencia a cloranfenicol. (b) 

Tn5 consiste em dois elementos IS50 flanqueadores dos genes de 
resistencia a canamicina, bleomicina e estreptomicina. (c) Tn70 
consiste em dois elementos IS70 flanqueadores de um gene para 
resistencia a tetraciclina. 


0 elemento IS50R 
produz duas 
proteinas 
por traducao de 
Repressor / diferentes codons 



(b) 

Fig. 18.4 ■ Regulagao de Tn5. (a) Infecgao de E. coli com 
bacteriofagos que levam Tn5. As bacterias que ja possuem uma copia 
de Tn5 reprimem a transposigao. (b) Base genetica da regulagao de 
Tn5. Uma das proteinas produzidas por IS50R e uma transposase 
que catalisa a transposigao, mas a outra e um repressor que inibe a 
transposigao. O efeito do repressor geralmente prevalece. 



o transposon residente inibe a transposigao de um trans- 
poson que chega, possivelmente sintetizando um repressor. 
Analises realizadas por Michael Syvanen, William Rezni- 
koff e seus colegas mostraram que esta hipotese e correta. 
O elemento IS>6R de TnJ de fato produz duas proteinas. 
Uma, a transposase, catalisa transposigao, enquanto a outra, 
uma transposase truncada criada pela tradugao a partir de 
um codon de inicio dentro do gene da transposase, impede a 
transposigao. Como a proteina mais curta e mais abundante, 
a transposigao de Tn5 tende a ser reprimida. 


A organizagao genetica do elemento conhecido especi- 
ficamente como Tn 3 e mostrada na Fig. 18.5. Existem tres 
genes, tnpA, tnpR e bla , codificando, respectivamente, uma 
transposase, uma resolvase/repressor e uma enzima chamada 
beta-lactamase. A beta-lactamase confere resistencia ao an- 
tibiotico ampicilina, e as outras duas proteinas tern papeis 
importantes na transposigao. 

A transposigao de Tn 3 ocorre em dois estagios (Fig. 18.6). 
Primeiro, a transposase medeia a fusao de duas moleculas 
circulares, uma levando Tn5 e a outra nao. A estrutura resul- 
tante e chamada um co-integrado. Durante este processo, 


Elementos Tn 1 

Os elementos neste grupo de transposons sao maiores do 
que os elementos IS e geralmente contem genes que nao sao 
necessarios para transposigao, uma caracteristica dos trans¬ 
posons compostos. Entretanto, ao contrario dos transpo¬ 
sons compostos, os elementos Tn5 nao tern elementos IS em 
cada uma de suas pontas. Em vez disso, os elementos Tn 3 
apresentam repetigoes invertidas de 38 a 40 pares de nucle- 
otidios de comprimento em suas terminagoes. Os elementos 
Tn3 tambem produzem duplicagoes de sitio alvo quando se 
inserem no DNA. 


4.957 pn 
_A_ 



Transposase Resolvase/ (3-Lactamase 

repressor 

_Repeticoes terminals_ 


invertidas de 38 pn 


Fig. 18.5 ■ Organizagao genetica de Tn3. Os tamanhos das 
sequencias de DNA sao dados em pares de nucleotideos (pn). 
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Plasmi'deo doador 


Plasmi'deo receptor 



AA/O 



A transposase codificada 
por Tn3 catalisa a formacao 
de um co-integrado entre os 
plasmi'deos doador e receptor. 
Durante este processo, Tn3 e 
replicado de modo que ha uma 
copia do elemento em cada juncao 
no co-integrado. 


Resolvase 


aAa 

Q A resolvase produzida pelo 
gene tnpR resolve o co-integrado 
mediando a recombinacao 
entre os dois elementos Tn3. 



Plasmideos doador e 
receptor separam-se, 
cada um com uma 
copia de Tn3. 


Fig. 18.6 ■ Transposigao de Tn3 mediante a formacao de um 
co-integrado. 


o transposon e replicado, e uma copia e inserida em cada 
jungao no co-integrado; os dois elementos Tn5 no co-inte- 
giado sao orientados no mesmo sentido. No segundo esta- 
gio de transposigao, a resolvase codificada por tnpR medeia 
um evento de recombinagao sftio-especffico entre os dois 
elementos 1 nS. Este evento ocorre em uma seqiiencia em 
Tnj> chamada res, o sitio de resoluqdo , gerando duas moleculas, 
cada uma com uma copia do transposon. Os elementos Tn3 
sao transpostos por um mecanismo replicativo que envolve 
a formagao da estrutura co-integrada de transigao. Eles sao 
classificados como transposons replicativos. 

O produto do gene tnpR Tn5 tern ainda uma nova fungao, 
reprimir a srntese tanto das protemas transposase quanto re¬ 
solvase. A repressao ocorre porque o sftio res esta situado en- 
tie os genes tnpA e tnpR. Ligando-se a este sftio, a protefna 
tnpR interfere na transcrigao de arnbos os genes, deixando 
seus produtos em pouca quantidade cronica. Como resul- 
tado, o elemento T \\3 teiide a permanecer imovel. 


0 Significado Medico dos Transposons Bacterianos 

Muitos transposons bacterianos levam genes para resistencia a 
antibioticos. Conseqiientemente, e relativamente simples para 
esses genes mover-se de uma molecula de DNA para outra, 
- por exemplo, de um cromossomo para um plasmfdeo. Esse 
fluxo genetico tern um profundo significado medico porque 
muitas destas moleculas de DNA que adquirem genes de re¬ 
sistencia podem ser passadas para outras celulas. A resistencia 
a um determinado antibiotico pode ser dispersada horizon- 
talmente entre indivfduos bem como verticalmente de uma 
geragao para a seguinte em uma populagao de bacterias. No 
final, todas ou quase todas as bacterias tornam-se resistentes, e 
o antibiotico nao e mais util em combater os organismos. 

Este processo ocorreu em varias especies patogenicas 
para humanos, incluindo linhagens de Staphylococcus , Ente¬ 
rococcus , Neisseria , Shigella e Salmonella. Hoje em dia, muitas 
infecgoes bacterianas causadoras de doengas como disente- 
ria, tuberculose e gonorreia sao diffceis de tratar. Em alguns 
casos, os patogenos adquiriram resistencia a varios antibioti¬ 
cos diferentes, tornando-os particularmente mortais. 

A dispersao de resistencia a multiplas drogas em popula- 
goes bacterianas foi acelerada pela evolugao de plasmideos 
R conjugativos que levam genes de resistencia. Esses plas- 
mfdeos tern dois componentes. Um, chamado de fator de 
transferencia de resistencia, ou RTF, contem os genes 
necessarios para transferencia conjugativa entre celulas; o 
outro, chamado de determinante R, contem os genes para 
resistencia a antibioticos. Em geral, tais genes de resistencia 
sao levados por um transposon, ou um grupo de transpo¬ 
sons, que foi inserido no plasmfdeo (Fig. 18.7). Plasmideos 
R conjugativos podem ser transferidos rapidamente entre 
celulas em uma populagao bacteriana. Os plasmideos con¬ 
jugativos podem, de fato, ser passados de uma especie para 
outra, ate mesmo entre tipos celulares bem diferentes - por 
exemplo, entre cocos e bacilos. Assim, uma vez que resisten¬ 
cia a varias drogas se tenha desenvolvido em uma parte do 
reino microbiano, ela pode espalhar-se para outras partes 
com relativa facilidade. 

■■ PONTOS IMPORTANTES 

M Sequences de insergao (elementos IS) sao transposons de cor- 
tar e colar que residem em cromossomos bacterianos e plasmi¬ 
deos. 

■ Os transposons compostos consistem em dois elementos IS 
flanqueadores de uma regiao que contem um ou mais genes de 
resistencia a antibioticos. 

■ Tn3 e um transposon replicativo que se transpoe por fusao tem- 
poraria de moleculas de DNA para um co-integrado. Quando 
o co-integrado e resolvido, cada uma das moleculas de DNA 
constituintes emerge com uma copia de Tn3. 

■ Os transposons bacterianos sao demarcados por repetiqoes 
terminals invertidas. Quando elas se inserem em uma molecula 
de DNA, criam uma duplicagao no local de insergao. 

M Plasmideos conjugativos podem mover transposons que con¬ 
tem genes para resistencia a antibioticos de uma bacteria para 
outra. 
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W Recombinacao entre os 
elementos IS1 situados 
em um plasmideo R nao 
conjugativo e um plasmideo 
RTF conjugativo produz 
um plasmideo R conjugativo 
com o gene para resistencia 
a estreptomicina (str r ). 


Determinante R 



Componente RTF 
Plasmideo R conjugativo 


Plasmideo R 
nao conjugativo 


str r 



RTF 


Plasmideo conjugativo 


Recombinacao mediada 
por IS1 entre o plasmideo 
R conjugativo de resistencia 
a estreptomicina e outro 
plasmideo R nao conjugativo 
produz um plasmideo R 
conjugativo composto com 
genes para resistencia a 
estreptomicina (str r ) e 
tetraciclina (tef). 



Plasmideo R conjugativo conferindo 
resistencia a estreptomicina 


Plasmideo R conjugativo 
composto conferindo resistencia 
a estreptomicina e tetraciclina 


Fig. 18.7 ■ Evolugao de plasmideos 
conjugativos que levam genes para 
resistencia a antibioticos. 


RECORTAR E COLAR TRANSPOSONS 
EM EUCARIONTES 

Os elementos de transposiqao foram descobertos 
mediante analise de instabilidades geneticas em milho; 
analises geneticas tambem revelaram elementos de 
transposiqao em Drosophila. 

Geneticistas encontraram muitos tipos diferentes de 
transposons em eucariontes. Tais elementos variam em ta- 
manho, estrutura e comportamento. Alguns sao abundantes 
no genoma, outros sao raros. Nas segoes seguintes, discu- 
timos alguns dos transposons eucarioticos que sao trans- 
postos por um mecanismo de recortar e colar. Todos esses 
elementos tern repetigoes invertidas em suas pontas e criam 
duplicagoes em sitio alvo quando se inserem em moleculas 
de DNA. Alguns codificam uma transposase que catalisa o 
movimento do elemento de uma posigao para outra. 

Elementos Ace Dse m Milho 

Os elementos Ac e Ds em milho foram descobertos pelo tra- 
balho pioneiro de Barbara McClintock (veja Enfoque Tec- 
nico: Barbara McClintock, a Descobridora dos Elementos 


de Transposigao). Por meio de analise genetica, McClintock 
mostrou que as atividades destes elementos sao responsa- 
veis pelas listras e pontos nos graos de milho. Muitos anos 
depois, Nina Federoff, Joachim Messing, Peter Starlinger, 
Heinz Saedler, Susan Wessler e seus colaboradores isolaram 
os elementos e determinaram sua estrutura molecular. 

McClintock descobriu os elementos Ac e Ds estudando 
a quebra de cromossomos. Ela usou marcadores geneticos 
que controlavam a cor dos graos de milho para detectar 
os eventos de quebra. Quando um determinado marcador 
era perdido, McClintock deduzia que o segmento cromos- 
somico no qual estava situado tambem tinha sido perdido, 
uma indicagao de que havia ocorrido uma quebra. A perda 
de um marcador foi detectada por uma mudanga na cor da 
aleurona, a camada mais externa do endosperma triploide de 
graos de milho. 

Em um conjunto de experimentos, o marcador genetico 
que McClintock seguia era um alelo do locus C no brago 
curto do cromossomo 9. Como esse alelo, C 7 , e um inibidor 
dominante da coloragao de aleurona, qualquer grao que o 
possua e incolor. McClintock fertilizou plantas CC com po- 
len de C l C\ produzindo graos nos quais o endosperma era 
C 7 CC. (O endosperma triploide recebe dois alelos do genitor 
feminino e um do genitor masculino.) Embora McClintock 
tenha descoberto que a maioria desses graos eram incolores, 
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fNFOQUE JECNICO: Barbara McClintock, a Descobridora dos Elementos de 

TransposiNo 


Avangos cientificos podem surgir da persistence silenciosa de 
uma unica pessoa, alguem que enfoque uma questao ou problema 
e proceda a sua pesquisa por muitos anos. Barbara McClintock 
era tal pessoa (Fig. 1). Sua longa vida foi devotada ao estudo da 
genetica do milho. Nascida em New England em 1902, ela cres- 
ceu na cidade de New York e frequentou a Cornell University, 
primeiro como aluna de gradua^ao e depois como estudante de 
pos-gradua^ao. Apos receber seu Ph.D., McClintock permaneceu 
em Cornell por varios anos, colaborando com um grupo ilustre 
de geneticistas de milho, incluindo George Beadle, R. A. Emer¬ 
son, Charles Burnham, Marcus Rhoades e Lowell Randolph Juntos, 
esses pesquisadores desenvolveram os materials e metodos da 
genetica do milho em uma rica disciplina intelectual. McClintock 
tinha um papel importante neste trabalho. Devido a sua habili- 
dade na analise citologica, ela teve sucesso em identificar cada 
um dos 10 cromossomos do milho e foi capaz de conecta-los com 
grupos de liga^ao. Ela tambem fez um trabalho pioneiro sobre o 
mecanismo de crossing-over e a origem do nucleolo. Entretanto, 
a conquista mais notavel de McClintock foi esclarecer as proprie- 
dades geneticas dos elementos de transposicao. A maior parte de 
sua pesquisa sobre este assunto foi feita durante os muitos anos 
em que ela passou no Genetics Department da Carnegie Institu¬ 
tion em Cold Spring Harbor, New York. La ela teve liberdade para 
continuar seus estudos sobre muta^ao mediada por transposon e 
quebras cromossdmicas. 

McClintock publicou seu primeiro relato sobre elementos de 
transposicao em 1948. Seguiram-se varios outros relatos, incluindo 
uma publicacao importante no Cold Spring Harbor Symposium on 
Quantitative Biology em 1951. Por muitos motivos, as ideias de- 
fendidas por ela nestas publica^oes nao foram bem recebidas. O 
conceito de transposicao contradizia a visao estabelecida de que 
os genes ocupam posiqoes fixas nos cromossomos. Os dados de 
McClintock eram complexos, e ela teve dificuldades em comu- 
nica-los a seus colegas. Alem disso, a transposicao nao parecia ser 
um fenomeno geral. Embora houvesse pouca duvida de que ela 
ocorria em milho, ninguem a tinha visto em outros organismos. 
Esta situagao mudou nos anos 1960 e 1970, quando foi descoberta 





Fig. 1 ■ Barbara McClintock. 


transposicao em bacterias e Drosophila. Finalmente, o mundo 
acordou para o amplo significado das ideias de McClintock. 

Ela era altamente respeitada por seus colegas. Em 1944, na 
idade relativamente jovem de 42 anos, ela foi admitida na presti- 
giosa National Academy of Sciences of the United States. Em 1945, 
ela foi eleita presidente da Genetics Society of America e em 1970 
recebeu a National Medal of Science. Seu Premio Nobel veio em 
1983, 35 anos apos sua primeira publicacao sobre elementos de 
transposicao. No dia em que o premio foi anunciado, ela estava na 
floresta coletando cogumelos. Durante sua vida, McClintock foi 
um modelo de “individualidade obstinada e disciplina” 1 Ela morreu 
em 1992, alguns meses apos seu aniversario de noventa anos. 

Yederoff, N. V. 1994. Barbara McClintock (16 de junho de 1902 - 2 de setembro 
de 1992). Genetics 136:1-10. 


como esperado, alguns mostravam manchas de pigmento 
marrom-purpura (Fig. 18.8). McClintock imaginou que, em 
tais mosaicos, o alelo inibidor C 1 havia perdido algo durante 
o desenvolvimento do endosperma, levando a um clone de 
tecido que era capaz de fazer o pigmento. O genotipo em tal 
clone seria -CC, onde o trago indica a falta do alelo C J . 

O mecanismo que McClintock tinha proposto para expli- 
car a perda do alelo C 1 esta diagramado na Fig. 18.9. Uma 
quebra no sftio indicado pela seta destaca um segmento do 
cromossomo de seu centromero, criando um fragmento 


acentrico. Tal fragmento tende a ser perdido durante di- 
visao celular. Assim, todos os descendentes desta celula 
nao terao parte do cromossomo de origem paterna. Como 
o fragmento perdido leva o alelo C ! , nenhuma das celulas 
neste clone e inibida em formar pigmento. Se algumas delas 
produzem uma parte de aleurona, aparecera uma mancha de 
cor, criando um grao similar ao mostrado na Fig. 18.8. 

McClintock descobriu que a quebra responsavel por estes 
graos em mosaico ocorria em um sitio particular no cromos¬ 
somo 9. Ela chamou o fator que produziu estas quebras de Ds, 
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Fig. 18.8 ■ Grao de milho (visto por cima) mostrando a perda 
do alelo C para inibiyao de pigmentayao na aleurona. As manchas 
pigmentadas sao -CC, enquanto as manchas incolores sao dec. 


para Dissociayao. Entretanto, em si este fator foi incapaz de 
indiizir quebra cromossomica. De fato, McClintock descobriu 
que Ds tinha que ser estimulado por outro fator, chamado^c, 
de Ativador. O fator Ac estava presente em alguns estoques 
de rrulho mas ausente em outros. Quando foram cruzados es¬ 
toques diferentes, Ac podia ser combinado com Ds para criar a 
condiyao que resultou em quebra cromossomica. 


Gametofito 9 


Gametofito cf 


C 



Cf Ds 

cpjz r j 



AA/> 


Cromossomos maternos 
e paternos unem-se para 
produzir o endosperma 
triploide. 



C'Ds 



A 


Quebra 

cromossomica 



A quebra ocorre no sitio 
do elemento Ds. 



C 



Cf Ds 

CL 

/ 

Fragmento 
acentrico perdido 


Mitose 


V 


0 fragmento cromossomico 
que leva o inibidor de 
pigmentacao e perdido, e 
e formado urn clone das 
celulas pigmentadas. 


Clone de celulas 
pigmentadas (Genotipo -CC) 


Fig. 18.9 ■ Quebra cromossomica causada pelo elemento de 
transposiyao Ds em milho. O alelo C no brayo curto do cromossomo 
9 produz pigmentacao normal na aleurona; o alelo C 1 inibe essa 
pigmentacao. 


Este sistema de dois fatores Ac/Ds deu uma explicayao 
para a instabilidade genetica que McClintock observara no 
cromossomo 9. Experimentos adicionais demonstraram que 
esta era apenas uma das muitas instabilidades presentes no 
genoma de milho. AlcClmtock descobriu outros casos de 
quebra em sitios diferentes do cromossomo 9 e tambem em 
outros cromossomos. Como a quebra nestes sitios depende 
de ativayao por Ac, ela concluiu que fatores Ds tambem es- 
tavam envolvidos. Para explicar todas estas observayoes, 
McClintock propos que Ds poderia existir em muitos sitios 
diferentes no genoma e que podia mover-se de um sitio para 
outro. 

Esta explicayao nasceu de analises subseqiientes. Os ele- 
mentos Ac e Ds pertencem a uma familia de transposons. 
Estes elementos estao estruturalmente relacionados entre si 
e podem inserir-se em muitos sitios diferentes nos cromos¬ 
somos. V arias copias dos elementos Ac e Ds em geral estao 
presentes no genoma de milho. Atraves de analise genetica, 
McClintock demonstrou que tanto Ac quanto Dr podem 
mover-se. Quando um destes elementos era inserido em um 
gene ou proximo a ele, McClintock observou que a funyao 
do gene era alterada e as vezes totalmente abolida. Assim, Ac 
e Ds podem induzir mutayoes inserindo-se nos genes. Para 
destacar este efeito na expressao genica, McClintock cha- 
mou os transposons Ac e Ds de elementos controladores. 

O seqiienciamento do DNA mostrou que os elementos 
Ac consistent em 4.563 pares de nucleotideos delimitados 
por repeticoes invertidas que tem 11 pares de nucleotideos 
de tamanho (Fig. 18.10«). Tais repetiyoes terminais inver¬ 
tidas sao essenciais para a transposiyao. Cada elemento Ac 
tambem e flanqueado por repetiyoes diretas com 8 pares de 
nucleotideos de tamanho. Como as repetiyoes diretas sao 
criadas no momento em que o elemento e inserido no cro¬ 
mossomo, elas sao duplicayoes dirigidas a sitios, e nao partes 
integrais do elemento. 

Ao contrario dos elementos Ac, os elementos Ds sao es- 
tmtui almente heterogeneos. Todos eles possuem as mesmas 
repetiyoes terminais invertidas dos elementos Ac, demons- 
trando que pertencem a mesma familia de transposons, mas 
suas seqtiencias internas variam. Alguns elementos Ds pa- 
recem ter sido derivados de elementos Ac pela perda de se- 
qiiencias internas (Fig. 18.10Q. As deleyoes nestes elementos 
podem ter sido causadas por sintese incompleta de DNA du¬ 
rante replicayao ou transposiyao. Outros elementos Ds con¬ 
tent DNA nao -Ac entre suas repetiyoes terminais invertidas 
(Fig. 18.1 Of). Estes membros incomuns da familia Ac/Ds sao 
chamados de elementos aberrantes Ds. Uma terceira classe 
de elementos Ds 6 caracterizada por uma disposiyao peculiar 
piggybacking (do tipo carreta de transpose de automoveis) 
(Fig. 18.10t/); um elemento Ds e inserido em outro mas na 
orientayao invertida. Estes chamados elementos Ds dnplos 
sao aparentemente responsaveis pela quebra de cromosso¬ 
mos que McClintock observou em seus experimentos. 

As atividades dos elementos Ac/Ds — excisao e transposi¬ 
yao e todos os seus correlatos geneticos, incluindo mutacao e 
quebra de cromossomos — sao causadas por uma transposase 
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4.563 pn 


1 

A 

-1 

1, 


■ - - -- J 


1 -Repeticoes terminals invertidas de 11 pn 

(a) Elemento Ac - sequencia completa. 



(b) Elementos Ds - seqiiencias internas ausentes. 



'- DNA nao homologo 

(c) Elemento Ds aberrante - sequences internas nao relacionadas a Ac. 

* . . 


Ds invertido 

(d) Elemento Ds duplo - urn Ds inserido em outro Ds. 

Fig. 18.10 ■ Organizagao estrutural dos membros da famflia 
Ac/Ds de elementos de transposigao em milho. Sao indicadas as 
repeticoes terminals invertidas (setas curtas abaixo) e os tamanhos 
das seqiiencias de DNA (em pares de nucleotideos, pn). 


codificada pelos elementos Ac. A transposase Ac aparente- 
mente interage com seqiiencias nas pontas de elementos Ac 
e Ds ou proximo a elas, catalisando seu movimento. Dele- 
goes ou mutagoes no gene que codifica a transposase abolem 
esta fungao catalftica. Assim, os elementos Ds, que tern tais 
lesoes, nao podem ativar a si proprios. Entretanto, eles po- 
dem ser ativados se um elemento Ac produtor de transposase 
estiver presente em algum lugar no genoma. A transposase 
feita por este elemento pode difundir-se pelo nucleo, ligar-se 
ao elemento Ds e ativa-lo. A transposase Ac e, portanto, uma 
protema de agao tram. 

Transposons relacionados com os elementos Ac/Ds foram 
encontrados em outras especies, incluindo animais. Talvez 
o mais bem estudado destes elementos seja um chamado 
hobo, assim denominado por sua capacidade de se transpor. 
O elemento hobo e encontrado em algumas especies de Dro- 
sophila. 

Elementos P e Disgenesia Hibrida em Drosophila 

Algumas das mais amplas pesquisas em elementos de trans¬ 
posigao enfocaram os elementos P de Drosophila melanogas- 
ter. Esses transposons foram identificados pela cooperagao 
de geneticistas que trabalhavam em diversos laboratories di- 
ferentes. Em 1977, Margaret e James Kidwell, trabalhando 


em Rhode Island, e John Sved, trabalhando na Australia, 
descobriram que cruzamentos entre algumas linhagens de 
Drosophila produzem hfbridos com uma distribuigao de 
caracterfsticas aberrantes, incluindo mutagao freqiiente, 
quebra cromossomica e esterilidade. O termo disgenesia 
hibrida, derivado da raiz grega que significa “uma deterio- 
ragao de qualidade”, foi usado para indicar esta sfndrome de 
anomalias. 

Kidwell e seus colaboradores descobriram que podiam 
classificar as linhagens de Drosophila em dois tipos princi¬ 
pals com base na propriedade de elas produzirem ou nao 
hfbridos disgenicos em cruzamentos testes. Os dois tipos 
de linhagens foram designados M e P. Apenas cruzamentos 
entre as linhagens M e P produziam hfbridos disgenicos, e 
eles o fazem apenas se o macho no cruzamento for da linha- 
gem P. Cruzamentos entre duas linhagens P diferentes, ou 
entre duas linhagens M diferentes, produzem hfbridos que 
sao normais. Podemos resumir os fenotipos da prole hibrida 
desses cruzamentos diferentes em um quadro simples: 


Genitor feminino 
M P 


normal 

normal 

disgenico 

normal 


Para Kidwell e seus colaboradores, tais achados sugerem 
que os cromossomos das linhagens P levam fa tores geneticos 
que sao ativados quando entram em ovocitos feitos pelas fe- 
meas M e que, uma vez ativados, estes fa tores induzem mu¬ 
tagoes e quebras cromossomicas. Inspirado por este trabalho, 
William Engels, um estudante graduado na Universidade de 
Wisconsin, comegou a estudar mutagoes induzidas em hfbri¬ 
dos disgenicos. Em 1979, Engels encontrou uma mutagao 
particular que reverte para tipo selvagem em alta taxa. Essa 
instabilidade, que e reminiscente do comportamento de mu¬ 
tagoes induzidas por IS em E. coli, sugere fortemente que um 
elemento de transposigao estava envolvido. 

A descoberta por Michael Simmons e Johng Lim de mu¬ 
tagoes induzidas por disgenesia no gene white permitiu que 
a hipotese de transposon fosse testada. Em 1980, Simmons 
e Lim, trabalhando em Minnesota e Wisconsin, respecti- 
vamente, enviaram as mutagoes white recem-descobertas 
para Paul Bingham, um geneticista de North Carolina. 
Bingham e seu colaborador, Gerald Rubin, um geneticista 
de Maryland, haviam terminado de isolar o DNA do gene 
white. Usando este DNA como uma sonda, Bingham e Ru¬ 
bin foram capazes de isolar DNA dos alelos white mutantes 
e compara-lo ao DNA white tipo selvagem. Em cada muta¬ 
gao, eles descobriram que um pequeno elemento havia sido 
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inserido na regiao codificante do gene white. Experimentos 
adicionais demonstraram que tais elementos estao presentes 
em varias copias e em locais diferentes nos genomas das li- 
nhagens P. Entretanto, eles estao completamente ausentes 
dos genomas das linhagens M. Os geneticistas comegaram 
portanto a chamar estes transposons especfficos de linhagens 
P de elementos P. 

Analise da sequencia de DNA mostrou que os elementos 
P variam de tamanho. Os maiores elementos tern 2.907 pa¬ 
res de nucleotfdeos de tamanho, incluindo repetigoes termi- 
nais invertidas de 31 pares de nucleotfdeos. Esses elementos 
P completes levam um gene que codifica uma transposase. 
Quando a transposase P se liga perto das pontas de um ele- 
mento P completo, ela pode mover esse elemento para um 
novo local no genoma. Elementos P incompletos (Fig. 18.11) 
nao tem a capacidade de produzir a transposase porque al- 
gumas de suas seqiiencias internas estao deletadas. Entre¬ 
tanto, eles possuem as seqiiencias terminals e subterminais 
que ligam a transposase. Conseqiientemente, tais elementos 
podem ser mobilizados se um elemento completo produtor 
de transposase estiver presente em algum lugar do genoma. 

O exame de populagoes naturais de Drosophila feito por 
Dominique Anxolabehere e seus colaboradores na Franga 
demonstrou que ha consideravel variagao no numero de ele¬ 
mentos P nos cromossomos. Algumas moscas tem ate 50, 
enquanto outras tem apenas alguns. Talvez a descoberta mais 
surpreendente e que moscas derivadas de linhagens captura- 
das antes de 1950 nao tem nenhum elemento P. Margaret 
Kidwell sugeriu que essas linhagens “vazias” representam a 
condigao primitiva e que elementos P invadiram populagoes 
naturais de Drosophila durante epocas recentes. Curiosa- 
mente, os parentes mais proximos de D. melanogaster preser- 
varam a condigao “vazia”, mas outras especies mais distante- 
mente relacionadas adquiriram elementos P. Nao e possfvel 
dizer como estas especies adquiriam seus elementos P, mas 
uma possibilidade e que os elementos tenham sido levados 


Elemento P completo - todas as seqiiencias presentes 
2.907 pn 

-A 



Gene transposase 


_ | 

Repeticoes terminals invertidas de 31 pn-1 


Elementos P incompletos - seqiiencias internas ausentes 




Fig. 18.11 ■ Estrutura dos elementos P em Drosophila mostrando 
orientagoes e tamanhos (em pares de nucleotideos, pn) de 
sequences de DNA. 


para o genoma por virus que naturalmente infestam Droso¬ 
phila. Tal processo seria analogo a transdugao de E. coli por 
um bacteriofago que leve um elemento IS. 

Populagoes de Drosophila que possuem elementos P de- 
senvolveram mecanismos para regular seu movimento. Em 
algumas linhagens, essa regulagao depende do citotipo, uma 
condigao celular que e transmitida maternamente atraves do 
citoplasma do ovocito. O citotipo P reprime o movimento 
do elemento P, e o citotipo M o permite. O citotipo P e 
caracterfstico de linhagens que tem elementos P em seus 
cromossomos, enquanto o citotipo M e caracterfstico de li¬ 
nhagens que nao tem os elementos P Quando elementos P 
sao combinados com o citotipo M por meio de cruzamentos 
apropriados, eles sao induzidos a serem transpostos. Em- 
bora o papel regulador do citotipo tenha sido estudado por 
varios pesquisadores, sua natureza molecular ainda e desco- 
nhecida. 

A transmissao materna do citotipo pode ser vista na prole 
de cruzamentos recfprocos entre linhagens com citotipos P 
e M (Fig. 18.12). Existent dois cruzamentos: (1) femea com 
citotipo P x macho com citotipo M e (2) macho com citotipo 
P x femea com citotipo M. A prole de ambos os cruzamen¬ 
tos herda elementos P em seus cromossomos e e, de fato, 
genotipicamente identica. Entretanto, apenas indivfduos do 
segundo cruzamento permitem movimento de P. Esta dife- 
renga entre os cruzamentos recfprocos indica que a condigao 
que permite ou reprime o movimento de P e transmitida 
apenas pelo genitor feminino, supostamente no citoplasma 
do ovocito. No cruzamento 1, as femeas transmitem o cito¬ 
tipo P para sua prole, que entao reprime o movimento de P, 
enquanto no cruzamento 2 as femeas transmitem o citotipo 
M, que permite o movimento de P. 

Considerando o dano que pode ser causado pelo amplo 
movimento do elemento P , parece surpreendente que cru¬ 
zamentos macho P x femea M produzam qualquer prole 
viavel. Donald Rio, Frank Laski e Gerald Rubin mostra- 
ram que essas proles sao saudaveis porque os elementos P 
se movem apenas na linhagem germinativa. Nos tecidos 
somaticos, onde o movimento do elemento P causaria gra¬ 
ves problemas, ha pouca, se alguma, transposigao porque a 
transposase P nao e sintetizada la. O bloqueio metabolico 
ocorrc no nrvel da recomposigao do RNA; um dos mtrons 
permanece no transcrito do gene de transposase, criando 
um codon de fim que termina prematuramente a tradugao. 
Assim, em vez de fazer a transposase, as celulas somaticas 
sintetizam uma protefna mais curta que nao tem a fungao 
catalftica da transposase. Sem esta fungao, os elementos P 
sao incapazes de se mover, e a mosca e protegida de intenso 
dano em seus tecidos somaticos. 

Geneticistas usam rotineiramente disgenesia hfbrida para 
obter mutagoes de insergao de P no laboratorio. Hfbridos 
disgenicos produzidos cruzando-se machos P com femeas 
M sao cruzados para recuperar mutagoes que ocorreram 
em suas linhagens germinativas. Tais mutagoes sao detec- 
tadas por tecnicas apropriadas, tais como o esquema de cru¬ 
zamento CIB de Muller para identificar letais ligados ao X 
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Cruzamentos reciprocos entre linhagens P e M 


Cruzamento 1 


Cruzamento 2 


(p) Femea X M Macho M Femea X f) Macho 





Ovocito 


Espermatozoide 


Ovocito 


Espermatozoide 


com ou sem elementos P. 




Zigotos de cruzamentos 
reciprocos sao 

cromossomicamente identicos 
mas citoplasmaticamente diferentes. 


Elementos P estao 
reprimidos em citotipo P. 


Elementos P sao 
ativados em citotipo M. 



Hibrido normal 


Disgenesia hibrida 
ocorre na prole do 
Cruzamento 2. 



Hibrido disgenico 


Fig. 18.12 ■ Disgenesia hibrida 
mediada por elemento P em Drosophila. 
O citotipo e herdado maternamente. 

O citotipo P reprime o movimento do 
elemento P, enquanto o citotipo M o 
permite. Ocorre disgenesia apenas nos 
hibridos do citotipo M do cruzamento 2. 


(Cap. 13). A disgenesia hibrida tem uma vantagem em re- 
lagao aos metodos tradicionais de induzir mutagoes, porque 
um gene que foi mutado pela insergao de um elemento de 
tiansposigao e “marcado” com uma seqiiencia conhecida de 
DNA. A marca de transposon pode subseqiientemente ser 
usada para isolar o gene de uma grande mistura heterogenea 
de DNA. A mutagenese por marcagao de transposon e 
portanto uma tecnica padrao em genetica molecular. Um 
Marco na Genetica: Iransformagao de D?'osophila com Ele¬ 
mentos P discute outro emprego importante de elementos P 
em pesquisa genetica. 

Mariner, um Antigo e Generalizado Transposon 

Dois dos parentes mais proximos de Drosophila melanogaster , 
D. simulans e D. mauritiana , possuem um pequeno transpo¬ 
son chamado mariner (1.286 pares de nucleotideos de tama- 
nho com 28 pn de repetigoes terminals invertidas). Embora 
mariner n ao esteja presente em D. melanogaster , transposons 
similares estao presentes em muitos outros insetos, nemato- 
deos, fungos e mesmo seres humanos. Essa ampla distribui- 
gao sugere que os elementos mariner sao antigos, datando 
das primeiras epocas evolutivas. 


Analise de seqiiencias de mariners de muitos organismos 
difei entes sugeriu que tais elementos sao algumas vezes 
transferidos horizontalmente entre especies. Hugh Robert¬ 
son mostrou que elementos do tipo mariner estao presentes 
em varias ordens diferentes de insetos. Curiosainente, os 
mariners em especies distantemente correlatas as vezes sao 
mais similares uns aos outros do que os mariners em especies 
proximamente correlatas. Por exemplo, os elementos mari¬ 
ner na mosca-das-firutas mediterraneas sao muito similares 
aos de abelhas, embora estas duas especies estejam separadas 
por centenas de milhoes de anos no tempo evolutivo. Uma 
explicagao plausfvel e que os mariners nestas duas especies 
sejam de fato invasores recentes de uma fonte externa, talvez 
um outro inseto. Nao se sabe como tais elementos podem 
ter sido transferidos entre especies, mas uma possibilidade e 
que pegaram carona no genoma de um virus com uma ampla 
gama de hospedeiros. Durante infecgao em uma especie de 
hospedeiros, o virus pode ter adquirido o transposon; entao 
durante a infecgao em outra especie, o transposon pode ter 
pulado do virus para o genoma do hospedeiro. 

Seqiienciamento do DNA tambem identificou outro 
grupo de transposons relacionado com os elementos ma¬ 
riner. Eles sao um pouco maiores, 1,6 a 1,7 quilobases de 
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tamanho, com repetigoes invertidas em suas pontas. Suas 
seqiiencias repetidas variam tipicamente de 54 a 234 pares de 
nucleotideos. O transposon mais bem estudado neste grupo, 
chamado de 7 cl, e encontrado no nematodeo Camorhabditis 
elegans . Outros elementos do tipo Tel foram encontrados em 
vertebrados. Os elementos Tel e mariner pertencem por- 
tanto a uma superfamilia de transposons de origem antiga. 

mm PONTOS1MP0RTANTES 

■ O elemento de transposigao Ds de milho, descoberto devido a 
sua capacidade de quebrar cromossomos, e ativado por outro 
elemento de transposigao, Ac, que codifica uma transposase. 

■ Os elementos de transposigao P sao responsaveis por disgene- 
sia hibrida, uma sindrome de anomalias da linhagem germina- 
tiva que ocorre na prole de cruzamentos entre as linhagens P e 
M de Drosophila. 

■ Os transposons mariner, que foram originalmente descobertos 
em algumas especies de Drosophila, sao amplamente distribui- 
dos no reino animal e parecem ter-se espalhado horizontal- 
mente entre especies diferentes. 


RETROVIRUS E RETROTRANSPOSONS 

Retrovirus e elementos de transposigao correlatos 
usam a enzima transcriptase reversa para copiar RNA 
em DNA. As copias de DNA destas entidades sao 
subsequentemente inseridas em posigoes diferentes no 
DNA genomico. 

Alem dos transposons de recortar e colar tais como Ac , 
P e mariner , os genomas eucarioticos con tern elementos de 
transposigao cujos movimentos dependem de transcrigao re¬ 
versa de RNA em DNA. Essa reversao no fluxo de informa- 
gao genetica levou os geneticistas a chamar tais elementos de 
retro transposons, do prefixo latino que indica “reverso”. 
A transcrigao reversa tambem tern um papel crucial nos ci- 
clos de vida de algims virus. Os genomas desses virus sao 
compostos de RNA unifilamentar. Quando um de tais virus 
infecta uma celula, seu RNA e copiado em DNA bifilamen- 
tar pela agao de uma enzima chamada transcriptase reversa. 
Como a informagao genetica se move do RNA para o DNA, 
esses virus sao chamados de retrovirus. Comegaremos nossa 
investigagao dos retrotransposons com uma discussao dos 
retrovirus. Depois, veremos as duas classes principals de 
retrotransposons. Uma classe e composta de elementos si- 
mi lares as formas de DNA dos retrovirus. A outra classe 
e composta de elementos cujo DNA foi copiado de RNA 
poliadenilado. 

Retrovirus 

Os retrovirus foram descobertos por meio de estudo das 
causas de alguns tipos de tumores em galinhas, gatos e ca- 


mundongos. Em cada caso, um virus com RNA foi impli- 
cado na produgao do tumor. Devemos explorar como tais 
virus causam tumores no Cap. 24. Aqui, enfocaremos as ca- 
racteristicas principais de seus ciclos de vida. Um avango 
importante na compreensao destes ciclos de vida surgiu em 
1970 quando David Baltimore, Howard Temim e Satoshi 
Mizutani descobriram uma DNA-polimerase dependente de 
RNA, isto e, uma transcriptase reversa, que permite que 
estes virus copiem RNA em DNA. Esta descoberta iniciou a 
pesquisa do processo de transcrigao reversa e forneceu uma 
visao do que poderia ser chamado de “retromundo”, a vasta 
colegao de seqiiencias de DNA derivadas de transcrigao re¬ 
versa. Hoje sabemos que a transcrigao reversa e responsavel 
pela inclusao nos genomas de muitos tipos de seqiiencias 
de DNA, incluindo, e claro, os retrovirus. A descoberta da 
transcriptase reversa abriu portanto uma visao de um com- 
ponente dos genomas que antes era inexplorado. 

Muitos tipos diferentes de retrovirus foram isolados e 
identificados. Entretanto, o epitome e o virus da imunode- 
ficiencia humana, HIV, que causa a sindrome da imuno- 
deficiencia adquirida, ou AIDS, uma doenga que hoje afeta 
milhoes de pessoas. A AIDS foi primeiro detectada no ul¬ 
timo quarto do seculo vinte. E uma doenga grave do sistema 
imune. A medida que ela progride, a pessoa perde a capa¬ 
cidade de combater infecgoes por uma gama de patogenos, 
incluindo organismos que sao normalmente benignos. Sem 
tratamento, as pessoas infectadas sucumbem a tais infecgoes 
e acabam morrendo. 

A AIDS e transmit!da de uma pessoa para outra pelos li- 
quidos corporeos tais como sangne ou semen que tenham 
sido contaminados pelo HIV. Os sintomas iniciais da doenga 
sao similares aos da gripe. Pessoas infectadas tern dores, febre 
e fadiga. Apos algumas semanas, estes sintomas desaparecem, 
e a saude parece ter sido restaurada. Este estado assintoma- 
tico pode durar varios anos. Entretanto, o virus continua a se 
multiplicar e se espalhar pelo corpo, tendo como alvo celulas 
especializadas com papeis importantes no sistema imunolo- 
gico. iVo final, essas celulas estao de tal modo depletadas pela 
agao mortal do virus que o sistema imunologico falha e pa¬ 
togenos oportunistas se instalam. Muitos tipos de doengas, 
tais como pneumonia, podem ocorrer. A AIDS e uma causa 
importante de morte entre subpopulagoes de muitos paises 
- por exemplo, entre usuarios de drogas intravenosas e traba- 
lhadores da industria do sexo - e, na Africa subsaariana, e uma 
causa importante de morte na populagao como um todo. 

Devido a sua letalidade e condigao pandemica, HIV/AIDS 
tern sido o foco de uma grande quantidade de pesquisas. Um 
resultado deste esforgo foi uma compreensao detalhada do 
ciclo de vida do HIV (Fig. 18.13). O virus quase esferico 
entra na celula hospedeira interagindo com proteinas re- 
ceptoras especificas, chamadas receptores CD4, que estao 
localizadas na superficie da celula. Essa interagao e mediada 
por uma glicoproteina (uma proteina a qual se ligam aguca- 
res) chamada gpl20, que fica inserida na membrana lipidica 
que circunda a particula viral. Uma vez que gpl20 se tenha 
ligado ao receptor CD4, as membranas viral e celular se fun- 
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Fig. 18.13 ■ O ciclo de vida do HIV. 

ETAPA 1. HIV ancora-se a celula alvo por uma intera<;ao entre a protema viral gpl20 e a protefna receptora CD4 celular. 

ETAPA 2. As membranas celular e viral fundem-se, permitindo que o cerne viral entre na celula. 

ETAPA 3. RNA e protefnas associadas sao liberados do cerne viral. 

ETAPA 4. A transcriptase reversa catalisa a srntese do DNA viral bifilamentar a partir do RNA viral unifilamentar no citoplasma. 
ETAPA 5. A integrase catalisa a inser<;ao de DNA viral no DNA celular no nucleo. 

ETAPA 6. A RNA-polimerase celular transcreve DNA viral em RNA viral. 

ETAPA 7A. Parte do RNA viral serve como mRNA para a srntese das protefnas virais. 

ETAPA 7B. Parte do RNA viral forma os genomas dos virus da prole. 

ETAPA 8. Partfculas de virus da prole sao montadas perto da membrana celular. 

ETAPA 9. Prole das partfculas virais sao removidas da celula por brotamento. 

ETAPA 10. Prole das partfculas de virus estao livres para infectar outras celulas. 


dem e a partfcula viral entra na celula. Dentro da celula, 
a membrana lipidica e a capa de protema que circunda a 
partfcula viral sao removidas, e os materiais dentro do cerne 
do virus sao liberados no citoplasma da celula. Esse cerne 
contem duas moleculas de RNA unifilamentar identicas, o 
genoma do virus, e um pequeno numero de protefnas que 
facilitam a replicaqao do genoma, incluindo duas moleculas 
da transcriptase reversa viral, uma ligada a cada filamento do 
RNA viral. 


A transcriptase reversa do virus, e outras transcriptases 
reversas, converte o RNA unifilamentar em DNA bifila¬ 
mentar. As moleculas bifilamentares de DNA resultantes 
sao entao inseridas em posiqoes aleatorias nos cromosso- 
mos da celula infectada, populando o genoma das celulas 
com muitas copias do genoma viral. Essas copias podem ser 
entao transcritas pela RNA-polimerase da celula para pro- 
duzir uma grande quantidade de RNA viral, que serve para 
dirigir a srntese de protefnas virais e tambem fornece RNA 
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genomico para a montagem de novas partfculas virais. Tais 
partfculas sao expulsas da celula por um processo de brota- 
mento na membrana da celula. As particulas expulsas podem 
entao infectar outras celulas interagindo com os receptores 
CD4 de suas superficies. Deste modo, o material genetico 
do HIV e replicado e disseminado por uma populagao de 
celulas imunologicas suscetfveis. 

O genoma do HIV, com um pouco mais de 10 quilobases 
de tamanho, contem varios genes. Tres desses genes, cha¬ 
in ados gag , pol e env, sao encontrados em todos os outros 
retrovirus. O gene gag codifica protefnas da parti cula viral, 
o gene pol codifica a transcriptase reversa e outra enzima 
chamada integrase, que catalisa a insergao do DNA do ge¬ 
noma de HIV nos cromossomos de uma celula hospedeira, e 
o gene env codifica as glicoprotefnas inseridas no envoltorio 
lipfdico do virus. 

Examinemos melhor a replicagao do genoma do HIV 
(Fig. 18.14). Este processo, catalisado pela transcriptase re¬ 
versa, comega com a sintese de um so filamento de DNA 
complementar ao unico filamento de RNA do genoma viral. 
Ele e iniciado por um tRNA que e complementar a uma 
seqiiencia chamada PBS (sftio de ligagao do primer) situa- 
da a esquerda do centro no RNA do HIV (etapa 1 na Fig. 
18.14). Esse tRNA e embalado pre-hibridizado a PBS no 
cerne do HIV. Apos a transcriptase reversa catalisar a sfn- 
tese da ponta 3' do DNA viral, a ribonuclease H (RNase H) 
degrada o RNA genomico no duplice RNA-DNA (etapa 2). 
Essa degradagao deixa a seqiiencia repetida (R) do filamento 
de DNA nascente livre para hibridizar com a seqiiencia R na 
ponta 3' do RNA do HIV O resultado final e que a regiao R 
do filamento de DNA nascente “salta” da ponta 5' do RNA 
do PIIV para a ponta 3' do RNA do HIV (etapa 3). A trans¬ 
criptase reversa em seguida amplia a copia de DNA usando a 
regiao 5' do RNA do HIV como molde (etapa 4). 

Na etapa 5, a RNaseH degrada todo o RNA no duplice 
RNA-DNA exceto uma pequena regiao, a via de polipuri- 
nas, que e composta principalmente das purinas adenina e 
guanina. Esta via de polipurinas e usada para iniciar a sintese 
do segundo filamento de DNA da fragao 3' do genoma do 
HIV (etapa 6). Apos o tRNA e o RNA genomico presentes 
nos duplices RNA-DNA serem removidos (etapa 7), ocorre 
um segundo “salto” de DNA durante o qual o PBS na ponta 
5' do segundo filamento de DNA se hibridiza com o PBS 
complementar na ponta 5' do primeiro filamento de DNA 
(etapa 8). As pontas hidroxila 3' dos dois filamentos de DNA 
sao entao usadas para iniciar a sintese de DNA de modo a 
completar a sintese do DNA bifilamentar do HIV (etapa 9). 
Note que a conversao do RNA viral em DNA viral produz 
seqiiencias marcantes em ambas as pontas da molecula de 
DNA. Estas seqiiencias, chamadas longas repetigoes ter¬ 
minals (LTR), sao necessarias para integragao do genoma 
viral ao DNA da celula hospedeira. 

A integragao (Fig. 18.15) do DNA viral e catalisada pela 
enzima integrase, que tern atividade de endonuclease. A inte¬ 
grase primeiro produz pontas 3' recuadas no DNA do HIV 
por cortes unifilamentares perto das pontas de ambas as LTR 


(etapa 1). Tais pontas recuadas sao em seguida usadas para 
a ligagao catalisada por integrase nas ligagoes fosfodiester 
em uma seqiiencia alvo no DNA da celula hospedeira. Este 
processo resulta na formagao de novas ligagoes fosfodiester 
entre as pontas 3' do DNA do HIV e 5' fosfato do DNA 
hospedeiro (etapa 2). No estagio final de integragao, as enzi- 
mas de reparo do DNA da celula hospedeira preenchem os 
espagos unifilamentares para produzir um genoma de DNA 
do HIV inserido covalentemente no DNA cromossomico 
da celula hospedeira (etapa 3). Note que a seqiiencia alvo 
no sftio de integragao e duplicada no processo. O genoma 
integrado do HIV torna-se portanto parte permanente do 
genoma da celula hospedeira, replicando-se como qualquer 
outro segmento do DNA hospedeiro. 

Retrovirus integrados de muitos tipos diferentes estao 
presentes em genomas de vertebrados, incluindo o nosso. 
Como tais retrovirus sao replicados juntamente com o resto 
do DNA, eles sao transmitidos para as celulas filhas durante 
divisao e, se estiverem integrados as celulas da linhagem 
germinativa, eles tambem sao transmitidos para a geragao 
seguinte pelos gametas. Geneticistas chamam as seqiiencias 
herdaveis de DNA que sao derivadas de transcrigao reversa 
e integragao dos genomas virais de retrovirus endogenos. 
Na maior parte, estas seqiiencias perderam sua capacidade 
de produzir partfculas virais infecciosas. Eles sao, portanto, 
vestfgios inocuos de infecgoes virais muito antigas. O HIV 
nao e um retrovirus endogeno, mas, se ele deve perder seu 
potencial letal e ser transmitido sob forma integrada atraves 
da linhagem germinativa, ele pode tornar-se um. 

Voltemos agora nossa atengao para duas classes de retro- 
transposons: os elementos tipo retrovirus, que se asseme- 
lham as formas integradas de retrovirus, e os transposons, 
que sao copias de DNA de RNA poliadenilado. 

Elementos Tipo Retrovirus 

Os elementos tipo retrovirus sao encontrados em muitos 
organismos diferentes, incluindo leveduras, plantas e ani- 
mais. A despeito das diferengas de tamanho e seqiiencia de 
nucleotfdeos, eles todos tern a mesma estrutura basica: uma 
regiao codificante central flanqueada por longas repetigoes 
terminais, ou LTR, que sao orientadas no mesmo sentido. 
As seqiiencias repetidas tern tipicamente algumas centenas 
de pares de nucleotfdeos de tamanho. Cada LTR e, por sua 
vez, geralmente delimitada por curtas repetigoes invertidas 
como as encontradas em outros tipos de transposons. De- 
vido a suas LTR caracterfsticas, os elementos tipo retrovirus 
as vezes sao chamados de retrotransposons LTR. 

A regiao codificante de um elemento tipo retrovirus con¬ 
tem um pequeno numero de genes, geralmente apenas dois. 
Eles sao homologos aos genes gag e pol encontrados em re¬ 
trovirus; gag codifica uma protefna estrutural da capsula do 
virus, e pol codifica uma protefna transcriptase reversa/in- 
tegrase. Os retrovirus tern um terceiro gene, env , que codi¬ 
fica um componente proteico do envoltorio do virus. Nos 
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Fig. 18.14 ■ Conversao do 
genoma de RNA unifilamentar 
do HIV embalado no virion na 
forma de DNA bifilamentar que 
e integrado ao DNA da celula 
hospedeira. A transcriptase 
reversa viral usa o RNA genomico 
como molde para sintetizar um 
filamento complementar de DNA. 

A transcriptase reversa e o primer 
de tRNA sao ambos embalados 
com o RNA do HIV no cerne do 
virion. R, sequencia repetida; U 5 , 
sequencia unica perto da ponta 5 '; 
U 3 , sequencia unica perto da ponta 
3 '; PBS, sitio de liga^ao do primer; 
cauda A n poli (A); gag, pol e env, 
sequences que codificam proteinas 
do HIV, via de polipurina, sequencia 
de nucleotideos rica nas purinas 
adenina e guanina; LTR, longa 
repeti<;ao terminal. 
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elementos tipo retrovirus, as protemas gag e pol tem papeis 
important^ no processo de transposiqao. 

Urn dos elementos tipo retrovirus mais bem estudados e 
o transposon Ty / da levedura Saccharomyces cerevisiae (Fi«\ 
18.16/?). Este elemento tem cerca de 5,9 quilobases de tama- 
nho; suas LTR tem cerca de 340 pares de bases de tainanho 
e criam uma duplicaqao de sitio alvo de 5 pb quando inserido 




s V Formacao de pontas 3‘ diminuidas 
por clivagem catalisada pela atividade 
1 ’ de endonuclease da integrase do HIV. 



em um cromossomo. A maioria das linhagens de leveduras 
tem cerca de 35 copias do elemento Ty/; as vezes, tambem 
content LTR que foram separadas dos elementos Ty/. Essas 
LTR desacompanhadas, ou seqiiencias delta como algumas 
vezes sao chamadas, aparentemente sao formadas por re- 
combina^ao entre LTR de elementos Ty/ completos (Fig. 
18.16A). O evento de recombinaqao coloca a regiao codifi- 
cante central e uma parte de cada LTR em uma molecula 
circulai. Ouando o circulo sai do cromossomo, as partes res- 
tantes das LI R juntam-se, criando uma so seqiiencia delta. 
A molecula circular liberada entao e perdida. 

_ ° s elementos Ty/ tem apenas dois genes, TyA e TyB, que 
sao homologos aos genes gag e pol dos retrovirus. Estudos 
bioquimicos mostraram que os produtos destes dois genes 
podem formar particulas tipo virus no citoplasma dascelu- 
las de leveduras. A transposiyao dos elementos Ty/ envolve 
transcriqao reversa do RNA (Fig. 18.17). Apos o RNA ser 
sintetizado a partir do DNA de Ty/, uma transcriptase re¬ 
versa codificada pelo gene TyB o usa como molde para fazer 
um DNA bifilamentar, provavelmente nas particulas tipo vi¬ 
rus. Entao o DNA recem-sintetizado e transportado para o 
nucleo e inserido em alguma parte do genoma, criando um 
novo elemento Tyi. 

Elementos tipo retrovirus foram encontrados em Droso¬ 
phila. Um dos primeiros a serem identificados foi chamado 
de copia, assim denominado porque produz copiosas quanti- 
dades de RNA. O elemento copia e estruturalmente similar 
ao elemento Iy/ de levedura. O elemento gypsy, outro re- 
trotransposon de Drosophila, e maior que o elemento copia 


Q Integrase usa grupos hidroxila 3' retirados do 
DNA viral para atacar ligacoes fosfodiester 
do DNA alvo e produzir cortes desencontrados 
na seqiiencia alvo. As pontas hidroxila 3' do 
DNA do HIV sao unidas a fosfatos 5' do DNA 
da celula hospedeira. 



AA/0 


w Enzimas hospedeiras reparam as 
regioes unifilamentares restantes 
para produzir o genoma integrado do HIV. 



Seqiiencia alvo do DNA duplicada de celula hospedeira 


Fig. 18.15 ■ Integrates do DNA bifilamentar do HIV ao DNA 
cromossomico da celula hospedeira. 


± 5.900 pn 




Fig. 18.16 ■ [a) Organiza«;ao genetica do elemento Ty 7 de 
levedura, mostrando as tongas seqiiencias de repeticao terminals 
(LTR, indicadas pela letra grega delta) e os dois genes (TyA e TyB). 
Os tamanhos das seqiiencias estao em pares de nucleotideos (pn). 
(b) Formaqao de uma seqiiencia unica delta por recombinaqao 
homologa entre as seqiiencias delta nas pontas do elemento. 
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Fig. 18.17 ■ Transposigao do elemento Ty7 de levedura. 


porque contem um gene similar ao gene env dos retrovirus. 
Tanto elementos copia quanto gypsy formam partfculas tipo 
virus dentro das celulas de Divsophila. Entretanto, apenas 
as partfculas que contem RNA gypsy podem mover-se atra- 
ves das membranas celulares, possivelmente porque tambem 
contem o produto do gene g)'psy env. O elemento gypsy pa- 
rece, portanto, ser um retrovirus genufno. Muitas outras fa- 
mflias de transposons tipo retrovirus foram encontradas em 
Drosophila , mas suas atividades sao pouco compreendidas. 


Retroposons 

Retroposons, ou retrotransposons nao-LTR, sao uma 
grande e amplamente distribufda classe de retrotransposons, 
incluindo os elementos F, G e I de Drosophila e varios tipos 
de elementos em mamfferos. Tais elementos movem-se por 
uma molecula de RNA que e reversamente transcrita em 
DNA, provavelmente por uma proteina codificada pelos pro- 
prios elementos. Embora criem uma duplicagao de sftio alvo 
quando se inserem em um cromossomo, eles nao tern repe- 
tigdes invertidas ou diretas como partes integrals de seus ter- 
minos. Ao contrario, eles sao distinguidos por uma seqiien- 
cia homogenea de pares de bases A:T em uma ponta. Esta 
seqiiencia e derivada de transcrigao reversa da cauda poli(A) 
que e adicionada perto da ponta 3' do RNA retroposon du¬ 
rante sua maturagao. Retroposons integrados apresentam, 
portanto, um vestfgio de sua origem como transcritos rever- 
sos de RNA poliadenilados. 


Em Drosophila , retroposons especiais sao encontrados nas 
pontas (telomeros) dos cromossomos, onde desempenham a 
fungao crftica de repor o DNA que foi perdido por replicagao 
cromossomica incompleta. A cada rodada de replicagao do 
DNA, um cromossomo toma-se mais curto. O encurtamento 
ocorre porque a DNA-polimerase so pode mover-se em um 
sentido, adicionando nucleotfdeos a ponta 3' de um primer 
(Cap. 10). Geralmente, o primer e o RNA, e, quando ele e 
removido, uma regiao unifilamentar e deixada na ponta do 
DNA bifilamentar. Na proxima rodada de replicagao, o fila- 
mento deficiente produz uma dupla helice que e mais curta 
que a original. A medida que este processo continua, ciclo 
apos ciclo, os cromossomos perdem material de sua ponta. 

Para contrabalangar essa perda, Drosophila desenvolveu um 
mecanismo curioso envolvendo pelo menos dois retroposons 
diferentes, um chamado de HeT-A e outro de TART (retro- 
transposon associado a telomero). Mary Lou Pardue, Robert 
Levis, Harald Biessmann, James Mason e seus colaboradores 
mostraram que estes dois elementos preferencialmente sao 
transpostos para as pontas dos cromossomos, ampliando- 
os em varias quilobases. Ao final, as seqiiencias transpostas 
sao perdidas por replicagao incompleta do DNA, mas entao 
ocorre uma nova transposigao para restaura-las. Os retropo¬ 
sons HeT-A e TART desempenham portanto a fungao impor- 
tante de regenerar as pontas perdidas dos cromossomos. 

mm P0NT0S IMPORTANTES 

M Os genomas dos retrovirus sao compostos de RNA unifilamen¬ 
tar contendo pelo menos tres genes: gag (codificando protei- 
nas estuturais da particula viral ),pol (codificando uma proteina 
transcriptase reversa/integrase) e env (codificando uma prote- 
ina inserida no envoltorio lipidico do virus). 

^ O retrovirus HIV humano infecta celulas do sistema imunolo- 
gico e causa a doenga AIDS ameagadora a vida. 

M Os elementos tipo retrovirus possuem genes homologos a gag 
e pol, mas nao a env. 

■ Elementos tipo retrovirus e o DNA de retrovirus inseridos em 
cromossomos celulares sao demarcados por sequencias de 
longas repetigoes terminals (LTR). 

■ Os retroposons nao tern LTR; entretanto, em uma ponta eles 
tern uma seqiiencia de pares de bases A:T derivada da transcri- 
gao reversa de uma cauda poli(A) ligada ao RNA do retroposon. 

M Os retroposons HeT-A e TART sao componentes das pontas 
dos cromossomos de Drosophila. 


ELEMENTOS DE TRANSPOSIGAO 
EM HUMANOS 

O genoma humano contem uma diversa gama de 
elementos de transposigao que coletivamente 
contribuem com 44% de todo o DNA humano. 

Com o sequenciamento do genoma humano, hoje e 
possfvel avaliar o significado dos elementos de transposigao 
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em nossa especie. Pelo menos 44% do DNA humano e deri- 
vado de elementos de transposigao, incluindo elementos tipo 
retrovirus (8% do genoma seqiienciado), retroposons (33%) 
e varias familias de transposons de DNA que sao transpostos 
por um mecanismo de cortar e colar (3%). 

O elemento de transposigao dominante e um retroposon 
chamado de LI. Este elemento pertence a uma classe de 
sequencias conhecidas como longos elementos nucleares 
intercalares, ou LINE. Os elementos LI completos tern 
cerca de 6 kb de tamanho, tern um promotor interno que e 
reconhecido pela RNA-polimerase II e tem duas matrizes 
de leitura abertas, ORF1, que codifica uma protefna de li- 
gagao a acido nucleico, e ORF2, que codifica uma protefna 
com atividades de endonuclease e transcriptase reversa. O 
genoma humano contem entre 3.000 e 5.000 elementos LI 
completos. Alem disso, ele contem mais de 500.000 elemen¬ 
tos LI que sao truncados em suas pontas 5\ Esses elementos 
LI incompletos sao transposicionalmente inativos. Cada ele¬ 
mento LI no genoma, seja completo ou incompleto, geral- 
mente e flanqueado por uma curta duplicagao de sftio alvo. 

Os elementos LI sao autenticos retroposons. Sua transpo¬ 
sigao envolve a transcrigao de um elemento LI completo em 
RNA e a transcrigao reversa deste RNA em DNA (Fig. 18.18). 
Ambos os processos ocorrem no nucleo. Entretanto, antes que 
o RNA de LI seja reversamente transcrito, ele vai para o cito- 
plasma onde e traduzido em polipeptfdeos que aparentemente 
permanecem associados a ele quando ele retorna para o nu¬ 
cleo. O polipeptfdeo codificado por ORF2 possui uma fungao 
de endonuclease que catalisa a clivagem de um filamento da 
dupla helice de DNA em um sftio prospectivo de insergao em 
um cromossomo. A ponta 3' exposta deste filamento de DNA 
clivado serve entao como um primer para a sfntese de DNA 
usando o RNA LI como molde e a atividade da transcriptase 
reversa dada pelo polipeptfdeo de ORF2. Deste modo, uma 
seqiiencia de DNA LI e sintetizada do ponto do cromossomo 
onde o polipeptfdeo de ORF2 introduziu um corte unifila- 
mentar. O DNA LI recem-sintetizado e subseqfientemente 
tornado bifilamentar pela sfntese posterior de DNA, e o pro- 
duto bifilamentar e entao integrado covalentemente ao cro¬ 
mossomo, criando assim uma nova copia do elemento LI no 
genoma. As vezes, a regiao 5' do RNA de LI nao e copiada em 
DNA. Quando isto acontece, a insergao LI resultante nao tera 
as sequencias 5', isto e, sera um elemento LI incompleto. 

Apenas pequeno mimero dos elementos LI completos no 
genoma humano parece ser transposicionalmente ativo. Copias 
transposes destes elementos foram descobertas pela analise de 
doengas geneticas em um pequeno numero de pessoas. Hoje 
em dia, 14 mutagoes de insergao de LI causadoras de doengas 
foram identificadas, incluindo mutagoes no gene do fator VIII (a 
causa de hemofilia) e no gene de distrofina (a causa de distrofia 
muscular). A transposigao dos elementos LI parece, portanto, 
ser um evento raro. O genoma humano contem dois outros 
tipos de sequencias LINE, L2 (315.000 copias) e L3 (37.000 co¬ 
pias). Entretanto, nenhuma delas e transposicionalmente ativa. 

Os curtos elementos nucleares intercalares, ou 
SINES, sao a segunda classe mais abundante de elementos 


de transposigao no genoma humano. Tais elementos sao ti- 
picamente menores que 400 pares de bases de tamanho e 
nao codificam protefnas. Como todos os transposons, eles 
tem uma seqiiencia de pares de bases A:T em uma ponta. Os 
SINE transpoem-se por um processo que envolve transcri¬ 
gao reversa de um RNA que foi transcrito de um promotor 
interno. Embora os detalhes do processo de transposigao 
nao sejam bem compreendidos, parece que a transcriptase 
reversa necessaria para a sfntese de DNA a partir do RNA 
de SINE e fornecida por um elemento tipo LINE. Assim, 
SINE dependem de LINE para se multiplicar e inserir no 
genoma. Neste sentido, elas podem ser consideradas como 
retroposons que sao parasitas dos retroposons funcional- 
mente autonomos e autenticos. O genoma humano contem 
tres familias de SINE, a Alu, MIR e os elementos Ther2/ 
MIR3. Entretanto, apenas os elementos Alu , denominados 
por uma enzima que reconhece uma seqiiencia especffica de 
nucleotfdeos dentro deles, sao transposicionalmente ativos. 

O genoma humano possui mais de 400.000 sequencias 
que sao derivadas de elementos tipo retrovirus. A maioria 
destas seqiiencias e de LTR unicas, como as seqiiencias delta 
encontradas no genoma de leveduras. Embora ja tenham 
sido identificadas mais de 100 familias diferentes de elemen¬ 
tos tipo retrovirus no DNA humano, apenas algumas pare- 
cem ter sido transposicionalmente ativas na historia evolutiva 
recente. Como os LINE e SINE inativos, quase todas as se¬ 
qiiencias tipo retrovirus humanas sao fosseis genetdcos aban- 
donados de uma epoca em que tinham transposigao ativa. 

Transposons que sao funcionalmente como Ac/Ds em mi- 
lho, isto e, elementos de DNA que sao transpostos por um 
mecanismo de cortar e colar catalisado por uma transposase 
codificada por elemento, sao um pequeno componente do ge¬ 
noma humano. Foram identificados dois elementos que estao 
distantemente relacionados com os elementos Ac/Ds bem como 
alguns elementos na superfamflia Tcl/mariner. Todas as eviden¬ 
ces dispomveis indicam que estes tipos de transposons foram 
transposicionalmente inativos por muitos milhoes de anos. 

■■ P0NT0S IMP0RTANTES 

■ O genoma humano contem quatro tipos basicos de elementos 
de transposigao: LINE, SINE, elementos tipo retrovirus e trans¬ 
posons de recortar e colar. 

■ LINE LI e SINE Alu sao transposicionalmente ativos; outros 
transposons humanos parecem ser inativos. 


0 SIGNIFICADO GENETICO E EVOLUTIVO DE 
ELEMENTOS DE TRANSPOSIGAO 

Os elementos de transposigao moldaram genomas 
durante o curso da evolugao. 

Os elementos de transposigao sao muito dispersos e pro- 
vavelmente sao componentes antigos do genoma. Em algu- 
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Fig. 18.18 ■ Mecanismo hipotetico para a transposi^ao de elementos LI no genoma humano. O elemento LI de aproximadamente 6 
kb contem duas matrizes de leitura abertas, ORF1 e ORF2, transcritas de um promotor comum (P). O polipeptideo codificado por ORF1 
permanece associado ao RNA LI e pode ser responsavel por retornar o RNA para o nucleo. O polipeptideo codificado por ORF2 tern pelo 
menos duas funqoes catalfticas. Primeira, e capaz de cortar os filamentos de DNA; logo, e uma endonuclease. Segunda, e capaz de sintetizar 
DNA a partir de um molde de RNA; logo, e uma transcriptase reversa. O tamanho da nova insercao LI ira depender do quanto a transcriptase 
reversa viaja ao longo do molde de RNA LI. Se nao conseguir atingir a ponta 5', a insercao sera incompleta. Inser<;6es incompletas 
geralmente tern promotores nao funcionais e portanto nao podem produzir RNA LI para futuras transposiqoes. 

ETAPA 1. Um elemento LI completo inserido em um cromossomo e transcrito em RNA L1. 

ETAPA 2 . O RNA LI e poliadenilado no nucleo. 

ETAPA 3 . O RNA LI poliadenilado move-se para o citoplasma. 

ETAPA 4 . O RNA LI e traduzido em dois polipeptideos correspondentes a cada uma das ORF. Esses polipeptideos permanecem associados ao 
RNA LI. 

ETAPA 5 . O RNA LI e seus polipeptideos associados movem-se para o nucleo. 

ETAPA 6 . O polipeptideo de ORF2 corta um filamento de uma molecula de DNA cromossomico, e a ponta 3' da cauda poli(A) no RNA LI e 
justaposta ao lado 5' do DNA cortado. 

ETAPA 7 . O polipeptideo de ORF2 exercita sua fun<;ao de transcriptase reversa para sintetizar um unico filamento de DNA usando o RNA LI 
como molde. A ponta 3' do DNA cromossomico cortado serve como primer para esta sintese de DNA. 

ETAPA 8. O unico filamento recem-sintetizado de DNA muda para um local entre os dois sitios do DNA cromossomico cortado. 
Simultaneamente, o RNA LI e eliminado, e o outro filamento do DNA cromossomico e cortado para permitir a sintese de um segundo 
filamento de DNA (linha pontilhada), complementar a sequencia LI, no sentido indicado pela seta fina. Todos os cortes sao reparados para 
ligar o elemento LI recem-inserido ao DNA cromossomico. 
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mas especies, eles constituem uma firagao apreciavel do DNA 
total. O DNA movel e portanto urn componente importante 
do genoma. Ele tarnbem contribui significativamente para 
a taxa total de mutaqao. Em Drosophila, por exemplo, tal- 
vez metade das mutagoes que ocorrem espontaneamente sao 
causadas por insergoes de elementos de transposigao. Esta 
capacidade de causar danos mutacionais levanta questoes so- 
bre a condigao evolutiva dos elementos de transposicao. Eles 
tem alguma fungao util ou sao apenas parasitas geneticos, 
causando mutagoes ao perambular pelo genoma? De onde 
vieram os elementos de transposicao? Que mecanismos evo- 
luiram para controlar e bmitar seu movimento? 

Transposons e Organiza^ao do Genoma 

Algumas regioes cromossomicas sao especialmente ricas em 
seqiiencias transposon. No milho, os elementos de trans¬ 
posigao estao concentrados no DNA entre genes; coletiva- 
mente, esses elementos correspondem a mais da metade do 
DNA no genoma de milho. Em Drosophila , os transposons 
sao concentrados na heterocromatina centromerica e na he- 
terocromatina adjacente a eucromatina de cada brago cro- 
mossomico. Entretanto, muitos desses transposons mutaram 
a ponto de nao poderem ser mobilizados. Geneticamente, 
eles sao equivalentes a “mortos”. A heterocromatina parece, 
portanto, ser um tipo de cemiterio cheio de elementos de 
transposigao degenerados. 

Elementos de transposigao tambem sao encontrados na 
eucromatina, onde eles sao dispersos em muitos locais di- 
ferentes. Em Drosophila , aproximadamente 90 famflias dife¬ 
rentes de elementos de transposigao ja foram identificadas. 


O numero de membros em cada famflia varia de alguns a 
uma ou duas centenas, mas a maioria das famflias parece ter 
entre 20 e 80 membros. 

Ha algumas evidences, especialmente de estudos citolo- 
gicos de Drosophila por Johng Lim, de que os elementos de 
transposigao tern um papel na evolugao da estrutura cromos- 
somica. Varios transposons de Drosophila foram implicados na 
formagao de rearranjos cromossomicos, e alguns parecem re- 
arranjar cromossomos em altas freqiiencias. Um mecanismo 
possfvel e o crossing entre transposons homologos situados 
em posigoes diferentes em um cromossomo (Fig. 18.19). Se 
dois transposons em orientagao oposta fazem par e crossing , 
o segmento entre eles sera invertido. Se dois transposons na 
mesma orientagao fazem par e crossing , o segmento entre eles 
sera deletado. Tais eventos sao exemplos de trocas intracro- 
mossomicas ectopicas, isto e, trocas entre seqiiencias em sf- 
tios diferentes dentro de um unico cromossomo. Trocas in- 
tercromossomicas ectopicas tambem sao possfveis. Nestes 
tipos de eventos, seqiiencias em dois cromossomos diferentes 
(tanto homologos quanto nao homologos) fazem par e cros- 
sing, gerando novos produtos. A Fig. 18.20 da um exemplo de 
uma troca ectopica entre elementos de transposigao em duas 
cromatides irmas. Observe que um produto desta troca nao 
tem o segmento entre os dois transposons, enquanto o outro 
content uma duplicagao deste segmento. Os elementos de 
transposigao podem portanto mudar a estrutura cromosso- 
mica mediando trocas ectopicas. 

Outro exemplo de troca ectopica e o evento de crossing 
que insere o plasmideo F no cromossomo de E. coli. Tais 
eventos sao mediados pelos elementos IS situados em ambas 
estas moleculas circulares. 
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9 Recombinacao entre 
transposons pareados 
inverte a regiao intercalar. 
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Cromossomo com regiao C D E invertida 

(b) Cromossomo com dois transposons (retangulos pretos) 
orientados em sentidos opostos. 


Fig. 18.19 ■ Rearranjos cromossomicos mediados por transposon. (a) Formagao de uma deleqao por recombinacao intracromossomica 
entre ois transposons na mesma orientagao. ( b) Formagao de uma inversao por recombinagao intracromossomica envolvendo dois 
transposons em orientagoes opostas. 
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0 cromossomo 
replica-se para formar 
duas cromatides irmas. 


As cromatides irmas 
fazem pareamerrto 
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recombinacao mediada 
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Fig. 18.20 ■ Origemdeuma 
duplicagao genica por crossing 
desigual mediado por transposon 
entre cromatides irmas. 


Transposons e Mutacao 

Os elementos de transposigao sao responsaveis por muta¬ 
goes em uma grande variedade de organismos. A Fig. 18.21 
mostra algumas das insercoes de transposigao que foram en- 
contradas em alelos mutantes diferentes do gene white de 
Drosophila . Elas incluem varios tipos de elementos: P, ele- 



Fig. 18.21 ■ Mutagoes de insergoes de transposon no gene white 
de Drosophila. A distancia ao longo do mapa molecular e dada 
em pares de quilobases, com a coordenada zero arbitrariamente 
posicionada no segundo mtron do gene no sitio de insergao copia na 
mutagao w a . Cada triangulo representa uma insergao de transposon 
diferente no gene white. As cores indicam mutantes de cor de olhos. 


mentos tdpo retrovirus e retroposons. Alguns desses elemen¬ 
tos sao inseridos em exons, outros em nitrons e ainda outros 
em DNA regulador antecedente ao gene. O primeiro alelo 
mutante de white , w\ descoberto por T. H. Morgan, resul- 
tou de uma insergao de transposon. 

Embora insergoes de transposons sejam comuns ern esto¬ 
ques de organismos mutantes, a ocorrencia de novas muta¬ 
goes de insergao e um evento raro. Isto sugere que o movi- 
mento de muitas familias de transposon e regulado. Quando 
essa regulagao e perturbada, pode ocorrer um surto de trans- 
posigao, causando muitas mutagoes simultaneamente. Isto e 
aparentemente o que ocorre quando elementos P sao mobi- 
lizados em hibridos disgenicos de Drosophila. 

Aspectos Evolutivos Envolvendo Elementos 
de Transposi^ao 

A ampla distribuigao de elementos de transposigao sugere 
que eles tiveram um papel na evolugao. Uma hipotese e que 
estes elementos sao ferramentas da natureza para engenharia 
genetica. Sua capacidade de copiar, transpor e rearranjar ou- 
tras sequencias de DNA, tais como genes para resistencia a 
antibioticos, pode ser construida como um beneficio para os 
organismos que as possuem. Assim, os elementos de transpo¬ 
sigao podem ter aumentado porque conferem uma vantagem 
seletiva. Outra hipotese e que os elementos de transposigao 
espalharam-se simplesmente porque tern a capacidade de se 
multiplicar independentemente da maquinaria de replicagao 
normal. De acordo com esta visao, os elementos de transpo¬ 
sigao sao mais do que parasitas genomicos, sao segmentos de 
DNA que se replicam de modo egoista, possivelmente ate 
mesmo em detrimento de seus hospedeiros. 

Como podem ter evoluido os primeiros transposons? 
Nancy Kleckner sugeriu que um transposon primordial 
pode ter surgido pela modificagao de um gene que codifica 
uma enzima para criagao e reparo de quebras no DNA. 
Tudo que teria sido necessario seria a enzima desenvolver 
um modesto grau de especificidade, talvez reconhecendo 
uma determinada seqtiencia de DNA com seis ou oito pa¬ 
res de nucleotideos. Tal seqtiencia pode ocorrer por acaso 
em orientagao invertida em um dos lados do gene, criando 
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UM lyjARCO NA QENETICA: Transforma^ao de Drosophila com Elementos 


Nos anos 1940, Oswald 
Avery e colaboradores des- 
cobriram que bacterias po- 
diam ser geneticamente 
alteradas quando tratadas 
com DNA isolado. Neste 
processo, um fragmento 
de DNA entra na celula e e 
fisicamente recombinado 
com o cromossomo. A ce¬ 
lula recombinante pode 
entao ser cultivada para 
produzir uma linhagem de 
organismos geneticamente 
transformados. A desco- 
berta de Avery criou a es- 
peranqa de que algum dia 
seria possivel alterar os ge- 
nomas de organismos eu- 
carioticos inserindo-se ne- 
les fragmentos de DNA es- 
peci'fico. Quando aplicado 
a seres humanos, tal proce- 
dimento pode fornecer um 
modo de corrigir doenqas 
geneticas. 

Por quase 40 anos, a 
produ<;ao experimental de 
transformantes geneticos 
foi limitada a microrganis- 
mos. Muitos pesquisadores 
tentaram transformar eu- 
cariontes superiores, mas 
sem sucesso. Esta cadeia de 
falhas foi rompida em 1982, 
quando Gerald Rubin e 
Allan Spradling produziram 
a primeira Drosophila 1 ge¬ 
neticamente transformada. 


Elemento P - 
vetor incompleto 

DNA exogeno 

jy* 



Plasmideo 


- Elemento P completo - ^ 
\Gene de transposase/ 



Mistura de dois plasmideos 




ff DNA exogeno e inserido em 


um elemento P incompleto em 
um plasmideo. 0 inserto tambem 
contem um gene de cor de olho 
(ry+) como marcador. Em moscas, 
este gene produz olhos vermeihos. 


Q Um elemento P completo 




e inserido em um plasmideo 
diferente. 


n ■ 

Q Os dots plasmideos sao 
misturados na sclucao. 


} Cromossomo 

no embriao 

/ ^ Cromossomo 

Transposase 1 I 

yj 



aAp 

O A mistura de plasmideos 

e microinjetada em um embriao 
de Drosophila mutante ry~. As 
moscas com a mutacao ry~ tern 
olhos marrons (rosy). 


aax> 

9 Na linhagem germinativa do 
embriao, a transposase do 
elemento P completo catalisa 
a remocao do elemento P 
incompleto de seu plasmideo. 


\A A 

0 elemento Pexcisado e inserido 
em ur cromossomo na linhagem 
germ natva do embriao. 



Mosca geneticamente 
y/ transformada 



1 1 




%0 0 embriao torna-se um adulto. 


\A/> 




O Quando uma mosca adulta Q Prole geneticamente 

se reproduz, a prole e transformada, reconhecida por 

examinada quanto a incorporacao seus olhos vermeihos, e criada 
do elemento P incompleto em frascos de cultura. 

com seu gene marcador ry+. 


^ubin, G. M., e A. C. Spradling, 
1982. Genetic transformation of 
Drosophila with transposable 
element vectors. Science 218: 
348-353. 


Fig. 1 S Transforma^ao genetica de Drosophila usando vetores do elemento P. DNA exogeno inserido 
entre as pontas do elemento P e integrado ao genoma pela a<;ao de uma transposase codificada pelo 
elemento P completo. Moscas com este DNA em seus genomas podem ser reproduzidas em culturas de 
laboratorio. 
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UM ^AR(0 NA (jENETKA (continoacao) 


Rubin e Spradling usaram elementos P de transposigao para in- 
serir DNA purificado em embrioes vivos de Drosophila. Primeiro, 
eles construi'ram dois plasmfdeos bacterianos que continham 
elementos P. Um plasmideo continha um elemento P completo 
capaz de produzir a transposase P in vivo. O outro continha um 
elemento P incompleto no qual um gene para cor de olho tipo 
selvagem havia sido inserido. Em seguida, Rubin e Spradling injeta- 
ram uma mistura dos dois plasnmdeos em embrioes de Drosophila 
que eram homozigotos para uma mutagao recessiva do gene para 
cor de olho. Eles esperavam que a transposase produzida pelo ele¬ 
mento P completo fosse catalisar o elemento P incompleto para 
pular de seu plasmideo para os cromossomos dos animais injeta- 
dos, levando com ele o gene para cor de olho. Quando esses ani¬ 
mais ficassem adultos, Rubin e Spradling os cruzariam com moscas 
homozigotas para a mutagao de cor de olho e veriam se a prole ti- 
nha olhos tipo selvagem. Eles descobriram muitos, indicando que 
o gene tipo selvagem levado pelo elemento P incompleto tinha 
sido bem-sucedidamente incorporado aos genomas de alguns dos 
embrioes injetados. De fato, Rubin e Spradling haviam corrigido o 
fenotipo cor de olho mutante inserindo uma copia do gene tipo 
selvagem no genoma da mosca. 

A tecnica que Rubin e Spradling desenvolveram hoje e usada 
rotineiramente para transformar Drosophila com DNA isolado 
(Fig. 1). Um elemento P incompleto serve como vetor de trans- 
formagao e um elemento P completo serve como a fonte da 


transposase que e necessaria para inserir o vetor nos cromosso¬ 
mos de um embriao injetado. O termo vetor origina-se da pala- 
vra latina para “transportador”; e usado neste contexto porque 
o elemento P incompleto transporta um fragmento de DNA para 
o genoma. Praticamente qualquer sequencia de DNA pode ser 
colocada no vetor e ao final ser inserida no animal. Genes de 
organismos tao diversos quanto bacterias e seres humanos fo¬ 
ra m bem-sucedidamente incorporados a cromossomos de Dro¬ 
sophila. Tecnicas similares hoje estao sendo desenvolvidas para 
a transformagao genetica de outros organismos, incluindo nossa 
propria especie. 

QUESTOES PARA DISCUSSOES 

1. A transformagao genetica com vetores de elementos de trans¬ 
posigao permitiu a cientistas criar linhagens de Drosophila e 
outras especies que contem genes “exogenos” - genes deriva- 
dos de organismos inteiramente diferentes. Que aspectos de 
seguranga estao associados a criagao destas linhagens geneti- 
camente transformadas? 

2. Um organismo geneticamente transformado pode ser util em 
alguns aspectos da biotecnologia e pode portanto ser de valor 
comercial. Qual a condigao legal de tais organismos? Uma pes- 
soa que cria um organismo geneticamente modificado pode 
obter uma patente de tal organismo? 


uma situagao na qual o produto genico poderia intera- 
gir com cada uma destas sequencias flanqueadoras. Por 
“recortar e colar” o DNA, esta enzima modificada pode 
entao transpor toda a unidade para uma nova posigao no 
genoma. Tal unidade iria comportar-se como um transpo- 
son primitivo. 

Outras questoes envoivem a correlagao evolutiva entre 
elementos tipo retrovirus, tais como Ty/ em leveduras, e 
retrovirus desenvolvidos. Coletivamente, estas entidades fo- 
ram chamadas de retroelementos. Alan Kingsman e Susan 
Kingsman propuseram que os retrovirus desenvolveram-se 
a partir de retrotransposons mais simples pela adigao de um 
gene (chamado env) que sintetiza uma proteina de mem- 
brana. Com esta adigao, o retroelemento poderia produzir 
uma particula capaz de escapar de uma celula e entrar em 
outra. Tal particula seria infecciosa e portanto daria ao re¬ 
troelemento a oportunidade de se transpor entre os genomas 
bem como dentro deles. Logicamente, a situagao poderia 


ser revertida - um retrovirus poderia perder sua capacidade 
de escapar de uma celula e ficar capturado nela. Pal virus 
mutante seria reduzido a condigao de um retrotransposon, 
capaz de mover-se dentro das celulas mas nao entre elas. 
Usando uma metafora musical, o virologista ganhador do 
Premio Nobel Howard Temin uma vez descreveu estes ce- 
narios conti'astantes como escalas evolutivas ascendentes e 
descendentes. Os retrotransposons podem subir ao nivel dos 
retrovirus, e os retrovirus podem cair ao nivel dos retro¬ 
transposons. 

mm PONTOSIMPORTANTES 

■ Transposons sao encontrados nos genomas de muitos tipos de 
organismos. 

■ Transposons sao uma causa importante de mutagoes e rearran- 
jos cromossomicos. 

■ Alguns transposons conferem uma vantagem seletiva aos orga¬ 
nismos que os possuem; outros sao parasitas geneticos. 
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Exercicios Basicos 


I lust ram a analise genetica basica. 


1. Desenhe urn elemento IS bacteriano inserido em urn plasmfdeo 
circular. Indique as posigoes (a) do gene de transposase, (b) as 
repetigoes terminals invertidas e (c) o sftio alvo da duplicagao. 

Resposta: 


Repeticoes terminals 
invertidas 



2. Que fator deve estar presente em milho para mobilizar urn ele¬ 
mento Ds inserido em um brago cromossomico? 

Resposta: Um elemento Ds e mobilizado quando a transposase 
codificada por um elemento Ac atua nele. Um elemento Ac deve 
portanto estar presente no genoma de milho. 

3. Um geneticista tern duas linhagens de Drosophila. Uma, um es- 
toque de longa duragao em laboratorio com olhos brancos, nao 
tern elementos P; a outra, recentemente derivada de moscas tipo 
selvagem coletada em um mercado de frutas, tern elementos P 
em seu genoma. Quais dos •seguintes cruzamentos esperar-se-ia 
que produzissem prole hfbrida disgenica: (a) femeas de olhos 
brancos x machos tipo selvagem, (b) machos de olhos brancos x 
femeas tipo selvagem, (c) femeas brancas x machos brancos, (d) 
lemeas tipo selvagem x machos tipo selvagem? 

Resposta: (a) Femeas de olhos brancos x machos tipo selva¬ 
gem. As femeas de olhos brancos nao tern os elementos P em 
seus genomas e tern o citotipo M, que e a condigao celular que 
permitiria que os elementos P fossem ativos se estivessem pre- 
sentes. Esta condigao e transmitida para a prole pelo ovocito. Os 
machos tipo selvagem tern elementos P em seus genomas e tarn- 
hem tern o citotipo P, o que representa a atividade destes ele¬ 
mentos. Entretanto, o citotipo P nao pode ser transmitido pelo 


espermatozoide. Assim, quando os machos tipo selvagem sao 
cruzados com femeas de olhos brancos, a prole herda elementos 
P de seus pais e o citotipo M de suas maes. Esta combinagao de 
fatores permite que os elementos P herdados paternamente se 
tornem ativos nos tecidos da linhagem germinativa da prole e 
ocorra disgenesia hfbrida. 

4. Quais as similaridades e diferengas entre retrovirus, elementos 
tipo retrovirus e transposons? 

Resposta: Podos os tres tipos de retroelementos usam transcri¬ 
gao reversa para inserir copias de DXA de seu RNA em novos 
sftios do genoma da celula. Alem disso, a enzima (transcriptase 
reversa) que catalisa a transcrigao reversa e codificada por cada 
tipo de elemento. Para retrovirus e elementos tipo retrovirus, 
a transcrigao reversa do RNA ocorre no citoplasma, enquanto 
para retroposons ela ocorre no nucleo. Retrovirus e elementos 
tipo retrovirus codificam outra protefna que funciona na mon- 
tagem do virus ou partfculas tipo virus no citoplasma. Os retro¬ 
posons codificam uma protema diferente que parece ligar-se ao 
RNA retroposon e leva-lo para o nucleo. O RNA retroviral e 
embalado em partfculas virais, que podem sair da celula. Esta 
capacidade de sair requer uma protema codificada pelo gene env 
no genoma viral. Como nem os elementos tipo retrovirus nem 
os retrotransposons levam um gene env , seu RNA nao pode ser 
embalado para sair da celula. Retrovirus sao infecciosos; ele¬ 
mentos tipo retrovirus e retroposons nao. 

5. Que elemento de transposigao e mais abundante no genoma 
humano? 

Resposta: O LINE conhecido como LI e o transposon humano 
mais abundante. Ele corresponde a cerca de 17% de todo o 
DNA humano. 

6. Como podem dois transposons na mesma famflia causar delegao 
de DNA entre eles em um cromossomo? 

Resposta: Os dois transposons teriam que estar na mesma 
orientagao. Pareamento ectopico entre os transposons seguido 
de recombinagao removeria o material cromossomico entre 
eles. Veja a Fig. 18.16//. 


Testar Seus Conhecimentos 


Integra conceitos e tecnicas diferentes. 


I. Uma copia do gene white do tipo selvagem (w + ) de Drosophila foi 
inserida no meio de um elemento P incompleto contido dentro 
de um plasmfdeo. O plasmfdeo foi misturado com outro plas- 
mfdeo que content um elemento P completo, e a mistura foi 
cuidadosamente injetada em embrioes de Drosophila homozigo- 
tos para uma mutagao nula (w~) do gene white. Os adultos que 
se desenvolveram desses embrioes injetados tinham todos olhos 
brancos, mas, quando foram cruzados com moscas de olhos 
brancos, parte de sua prole tinha olhos vermelhos. Explique a 
origem desta prole de olhos vermelhos. 


Resposta: O elemento P completo em um dos plasmfdeos pro- 
duziria a transposase P, a enzima que catalisa a transposigao do 
elemento P, nas linhagens germinativas dos embrioes injetados. 
O elemento P incompleto no outro plasmfdeo seria um alvo 
para esta transposase. Se tal elemento P incompleto fosse mo¬ 
bilizado pela transposase para saltar de seu plasmfdeo para os 
cromossomos do embriao injetado, a mosca que se desenvolve- 
ria deste embriao levaria uma copia do gene white do tipo selva¬ 
gem em sua linhagem germinativa. (O movimento do elemento 
P e limitado a linhagem germinativa. Portanto, o elemento P 
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incompleto nao saltaria para os cromossomos das celulas so- 
maticas, tais como as que por fim formam os olhos.) Tal mosca 
geneticamente transformada teria de fato o genotipo w~/w~ na 
linhagem germinativa; P(w + ) ou w~ /Y ; P(w + ) indica o elemento 
P incompleto que con tern o gene w + . Este elemento poderia ser 
inserido em qualquer um dos cromossomos. Se a mosca trans¬ 
formada fosse cruzada com uma mosca de olhos brancos nao in- 
jetada, parte de sua prole herdaria a insergao P(w + ), a qual, como 
leva o gene white tipo selvagem, causaria o desenvolvimento de 
olhos vermelhos. A prole de olhos vermelhos e portanto o re- 
sultado de transformagao genetica de uma mosca mutante pelo 
gene w + dentro do elemento P incompleto. 

2. O elemento Alu e um dos SINE no genoma humano. Cada 
retroposon Alii tern cerca de 300 pares de bases de tamanho, ta- 
manho insuficiente para codificar uma transcriptase reversa que 
possa catalisar a conversao de RNA Alu em DNA Alu durante 
o processo de retrotransposigao. A despeito desta deficiencia, 
os elementos Alu acumularam-se tanto que constituent 11 % do 
DNA humano - mais de 1 milhao de copias. Como esta incrfvel 
expansao de elementos Alu ocorreu durante a historia evolutiva 
da linhagem humana sem uma transcriptase reversa codificada 
por Alu ? 

Resposta: Os elementos Alu podem ter “pedido emprestado” 
os servigos de uma transcriptase reversa codificada por um re¬ 
troposon diferente tal como o elemento L7, que e grande o 
suficiente para codificar uma transcriptase reversa e pelo nienos 
outro polipeptideo. Se a transcriptase reversa codificada por LI, 
ou a transcriptase reversa codificada por algum outro retroele- 
mento, talvez outro LINE, puder ligar-se ao RNA Alu, entao 
e concebivel que a transcriptase reversa possa usar o RNA Alu 
para sintetizar DNA Alu, que poderia subseqiientemente in- 
tegrar-se ao DNA cromossomico. A repetigao deste processo 
durante o tempo evolutdvo poderia explicar o acumulo de tantas 
copias do elemento Alu no genoma humano. 


3. Que tecnicas podem ser usadas para demonstrar que uma mu- 
tagao em um ser humano com hemofilia e devida a insergao de 
um elemento Alu na seqiiencia codificante do gene ligado ao 
X para o fator VIII, que e uma das proteinas necessarias para 
coagulagao sangiimea eficiente em seres humanos? 

Resposta: Um geneticista molecular teria varios modos para 
mostrar que o gene mutante para hemofilia e devido a uma 
insergao Alu na seqiiencia codificante do gene. Uma tecnica 
e a transference de Southern. O DNA genomico do hemo- 
filico poderia ser digerido com diferentes endonucleases de 
restrigao, partido por eletroforese em gel e transferido para 
uma membrana de ligagao de DNA. Os fragmentos ligados 
de DNA poderiam entao ser hibridizados com sondas mar- • 
cadas de DNA feitas a partir do gene clonado de fator VIII. 
Analisando-se os tamanhos dos fragmentos de DNA que se 
hibridizam com as sondas, seria possivel construir um mapa 
de restrigao do gene mutante e compara-lo com o mapa de 
um gene nao mutante. Esta comparagao mostraria a presenga 
de uma insergao no gene mutante. Tambem poderia revelar a 
identidade da seqiiencia inserida. (Elementos Alu sao clivados 
por uma determinada enzima de restrigao, Alu I, que pode ser 
uma das enzimas usadas na analise.) Uma tecnica mais simples 
e amplificar partes da seqiiencia codificante do gene do fator 
VIII usando-se a reagao em cadeia da polimerase (PCR). Pares 
de primers posicionados apropriadamente ao longo da seqiien¬ 
cia codificante poderiam ser usados em uma serie de reagoes 
de amplificagao, cada uma das quais seria conectada com o 
DNA molde de um hemofilico. Cada par de primers deveria 
amplificar um segmento do gene do fator VIII. Os tamanhos 
dos produtos de PCR poderiam entao ser determinados por 
eletroforese em gel. Uma insergao Alu em um segmento parti¬ 
cular do gene aumentaria o tamanho deste segmento em cerca 
de 300 pares de bases. Esta suposta insergao Alu poderia ser 
identificada definitivamente seqiienciando-se o DNA do pro- 
duto de PCR maior que o normal. 



Questoes e Problemas 


Acentuam a compreensao e desenvolvem as habilidades analiticas. 


18.1. Qual dos seguintes pares de seqiiencias de DNA se qualifica 
como repetigoes terminals de um elemento IS bacteriano: 

(a) 5 '-GAATCCGCA-3' e 5'-ACGCCTAAG-3', 

(b) 5'-GAATCCGCA-3' e 5'-CTTAGGCGT-3', 

(c) 5'-GAATCCGCA-3' e 5'-GAATCCGCA-3', 

(d) 5'-GAATCCGCA-3' e 5'-TGCGGATTC-3'. Explique. 

18.2. Qual dos seguintes pares de seqiiencias de DNA se qualifica 
como duplicagoes de sitio alvo no ponto de uma insergao 
IS 50? 

(a) 5'-AATTCGCGT-3' e 5'-AATTCGCGT-3', 

(b) 5'-AATTCGCGT-3' e S'-TGCGCTTAA-3', 

(c) 5 ' -AATTCGCGT-3' e 5' -TTAAGCGCA- 3', 

(d) 5 '-AATTCGCGT-3' e 5'-ACGCGAATT-3'. Exphque. 

18.3. Uma linhagem de E. coli e resistente ao antibiotico estrep- 
tomicina e outra linhagem e resistente ao antibiotico am- 
picilina. As duas linhagens foram cultivadas juntas e entao 
plaqueadas em meio seletivo contendo estreptomicina e 


ampicilina. Surgiram varias colonias, indicando que as ce¬ 
lulas adquiriram resistencia a ambos os antibioticos. Sugira 
um mecanismo para explicar a aquisigao da dupla resisten¬ 
cia. 

18.4. O que distingue elementos IS e TnS em bacterias? 

18.5. A ordem circular dos genes no cromossomo de E. coli e*A B 
C D E F G H*, onde * indica que as pontas dos cromosso¬ 
mos estao ligadas uma a outra. Duas copias de um elemento 
IS estao situadas neste cromossomo, uma entre os genes C 
e D e a outra entre os gens D e E. Uma unica copia deste 
elemento tambem esta presente no plasmideo F. Duas li¬ 
nhagens Hfr foram obtidas selecionando-se a integragao do 
plasmideo F ao cromossomo. Durante a conjugagao, uma 
linhagem transfere os genes cromossomicos na ordem D 
E F G H A B C, enquanto a outra os transfere na ordem D 
C B A H G F E. Explique a origem destas duas linhagens 
Hfr. Por que elas transferem genes em ordens diferentes? A 
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ordem de transference revela algo sobre a orientagao dos 
elementos IS no cromossomo de E. coli ? 

18.6. Ao acaso, um elemento IS 1 foi inserido perto de urn ele- 
mento IS2 no cromossomo de E. coli. O gene entre eles, 
siig + , confere a capacidade de metabolizar alguns agucares. 
A unidade ISI sag + IS2 ira comportar-se como um transpo- 
son composto? Explique. 

18.7. O transposon composto Tn5 consiste em dois elementos 
IS SO, um de cada lado de um grupo de tres genes para re- 
sistencia a antibioticos. Toda a unidade ISJ0L kan r ble r stP 
IS^R pode ser transposta para um novo local no cromos¬ 
somo de E. coli. Entretanto, dos dois elementos IS SO neste 
transposon, apenas IS50R produz a atividade catalftica de 
transposase ativa. Voce esperaria que IS50R seja capaz de 
ser excisado do transposon composto TnJ e inserido em 
outra parte do cromossomo? Voce esperaria que IS50L seja 
capaz de fazer isto? 

18.8. Um pesquisador encontrou um novo elemento Tn S com 
a estrutura IS56^L stP ble kan 1 IS50L. Qual a origem mais 
provavel deste elemento? 

18.9. Um elemento Tn 3 com uma mutagao de mudanga de ma¬ 
trix de leitura no inicio do gene tnpA seria capaz de formar 
um co-integrado? Um elemento Tn 3 com uma mutagao de 
mudanga de matriz de leitura no inicio do gene t?ipR seria 
capaz de formar um co-integrado? 

18.10. Que enzimas sao necessarias para transposigao replicativa 
de Tn3? Quais sao suas fungoes respectivas? 

18.11. Qual o significado medico dos transposons bacterianos? 

18.12. Descreva a estrutura do transposon Ac no milho. De que 
modos os transposons Ds diferem estruturalmente e fun- 
cionalmente do transposon Ac? 

18.13. Na condigao homozigota, uma mutagao de delegao do 
locus c, c n , produz graos incolores (brancos) em milho. O 
alelo dominante tipo selvagem, C, faz com que os graos 
fiquem purpura. Uma mutagao recessiva recem-identifi- 
cada do locus c , c fn , tern o mesmo fenotipo que a mutagao 

, delegao (graos brancos), mas, quando sao cruzadas as 

plantas c m c m e plantas c n d l , elas produzem graos brancos 
com listras purpura. Se soubermos que as plantas <? c 11 
possuem elementos Ac, qual a explicagao mais provavel 
para a mutagao c m ? 

18.14. Em milho, o gene 02, situado no cromossomo 7, controla 
a textura do endosperma, e o gene C, situado no cromos¬ 
somo 9, controla sua cor. O gene no cromossomo 7 tern 
dois alelos, um recessivo, o2, que faz com que o endos¬ 
perma fique macio, e um dominante, 02, que faz com que 
ele seja duro. O gene no cromossomo 9 tambem tern dois 
alelos, um recessivo, c, que permite que o endosperma seja 
colorido, e um dominante, C 7 que inibe a coloragao. Em 
uma linhagem homozigota C 7 , um elemento Ds e inserido 
no cromossomo 9 entre o gene C e o centromero. Este 
elemento pode ser ativado introduzindo-se um elemento 


Ac por cruzamentos apropriados. A ativagao de Ds faz com 
que o alelo C 1 seja perdido por quebra cromossomica. Nos 
graos C 7 /c/c, tal perda produz manchas de tecido colorido 
em um fundo de outro modo incolor (veja Figs. 18.8 e 
18.9). Um geneticista cruza uma linhagem com o geno- 
tip° o2/o2; C Ds/C Ds com uma linhagem com o genotipo 
02/o2; c/c. Esta ultima linhagem leva um elemento Ac em 
algum lugar no genoma. Entre a prole, apenas aqueles com 
endosperma duro apresentam manchas de tecido colorido. 
O que isto Ihe diz sobre a localizagao do elemento Ac na 
linhagem 02/o2 ; c/c ? 

18.15. Em milho, o alelo recessivo bz (bronze) produz uma cor mais 
clara na aleurona do que o alelo dominante, Bz. Uma planta 
homozigota bz/bz foi fertilizada com o polen de uma planta 
homozigota Bz/Bz. Os sabugos resultantes continham 
graos que eram uniformemente escuros exceto alguns em 
que ocorriam pontos claros. Sugira uma explicagao. 

18.16. O locus singed ligado ao X e um dos varios em Drosophila 
que controlam a formagao de cerdas na cuticula adulta. Ma¬ 
chos que sao hemizigotos para um mutante do alelo singed 
tern cerdas dobradas torcidas que em geral sao de tamanho 
reduzido. Varias mutagoes de insergao de elemento P do 
hcus singed ja foram caracterizadas, e se demonstrou que 
algumas revertem para o alelo tipo selvagem por excisao do 
elemento inserido. Que condigoes devem estar presentes 
para permitir que ocorram tais reversoes? 

18.17. Hibridos disgenicos em Drosophila tern elevadas taxas de 
mutagao como resultado de transposigao do elemento P. 
Como voce aproveitaria esta situagao para obter mutagoes 
por insergao de elemento P no cromossomo X ? 

18.18. Se o DNA de uma mutagao de insergao de elemento P do 
gene white de Drosophila e o DNA de um gene white tipo 
selvagem fossem purificados, desnaturados, misturados 
um com o outro, renaturados e entao vistos ao micros- 
copio eletronico, como pareceriam as moleculas hfbridas 
de DNA? 

18.19. Quando elementos P completos sao injetados em embrioes 
de uma linhagem M, eles sao transpostos para cromosso- 
mos da linhagem germinativa, e a prole gerada por estes 
embrioes pode ser usada para estabelecer novas linhagens 
P. Entretanto, quando elementos P completos sao injeta¬ 
dos em embrioes de insetos que nao tern estes elementos, 
tais como mosquitos, eles nao sao transpostos para os cro- 
mossomos da linhagem germinativa. O que esta falha na 
insergao em cromossomos de outros insetos indica sobre a 
natureza da transposigao de elementos P? 

18.20. (a) O que sao elementos tipo retrovirus? (b) Cite exemplos 
de elementos tipo retrovirus em leveduras e Drosophila, (c) 
Descreva a forma de transposigao dos elementos tipo retro¬ 
virus? (d) Apos um elemento tipo retrovirus ter sido inse¬ 
rido em um cromossomo, espera-se que ele seja excisado? 

18.21. As vezes, copias unicas de IT R de um retrotransposon cha- 
mado gypsy sao encontradas em cromossomos de Drosophila. 
Como se originaram essas copias unicas de LTR? 
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18.22. Voce esperaria que genes em um retrotransposon possuam 
fntrons? Explique. 

18.23. Sugira um metodo para determinar se um retroposon TART 
esta situado nos telomeros de cada um dos cromossomos no 
genoma de Drosophila . 

18.24. toi proposto que os elementos de transposigao hobo em 
Drosophila medeiem recombinagao intracromossomica, isto 
e, dois elementos hobo no mesmo cromossomo formem 
um par e se recombinem. O que tal evento de recombina- 
gao produziria se os elementos hobo fossem orientados no 
mesmo sentido no cromossomo? E se fossem orientados 
em sentidos opostos? 

18.25. Que evidencia sugere que alguns elementos de transposi- 
gao nao sao simples parasitas geneticos? 

18.26. Aproximadamente metade de todas as mutagoes esponta- 
neas em Drosophila sao causadas por insergoes de elementos 
de transposigao. Em seres humanos, entretanto, evidencias 
acumuladas sugerem que a maioria das mutagoes esponta- 
neas nao sao causadas por insergoes de transposons. Propo- 
nha uma hipotese para explicar a diferenga. 


18.27. 2. Ivies, Z. Izsvak e P. B. Ilackett “ressuscitaram” um ele- 
mento nao movel da familia Tcl/mariner de elementos de 
transposigao isolados do DXA de salmao. Estes pesquisadores 
alteraram 12 codons dentro da seqiiencia codificante do gene 
de transposase do elemento de salmao para restaurar a fungao 
catalitica de sua transposase. O elemento alterado, chamado 
Sleeping Beauty , esta sendo testado como um agente para a 
transformagao genetica de vertebrados tais como camundon- 
gos e peixe-zebra (e possivelmente seres humanos). Suponha 
que voce tern um plasmideo bacteriano contendo o gene para 
a protelna verde fluorescente (gfp) inserido entre as pontas do 
elemento Sleeping Beauty. Como voce faria para obter camun- • 
dongos ou peixe-zebra que expressem o gene gfp ? 

18.28. O genoma humano contem cerca de 5.000 “pseudogenes 
processados”, que sao derivados da insergao de copias de 
DNA de molecuias de mRNA derivadas de muitos genes 
diferentes. Preveja a estrutura desses pseudogenes. Seri a 
esperado que cada tipo de pseudogene processado tenha 
uma nova familia de retro transposons dentro do genoma 
humano? Pode-se esperar que o numero de copias de cada 
tipo de pseudogene processado aumente significativamente 
com o tempo evolutivo, como ocorreu com o numero de 
copias da familia Alu} Explique suas respostas. 
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Uma floresta tropical e uma acentuada manifestac;ao de conversoes de energia que ocorrem em 
cioroplastos e mitocondrias. 


Mitocondrias, Cioroplastos e a Engrenagem 
Energetica Biologica 

A Terra primitiva era um mundo muito diferente do que conhecemos hoje. 
O planeta era despido de qualquer organismo vivo, e o ar consistia prima- 
riamente em metano, amonia e vapor de agua. O planeta provavelmente era 
muito mais quente do que e hoje em dia, irradiando grandes quantidades de 
calor de seu cerne de lava, e ocorriam violentas erupqoes vulcanicas bem 
como intensas tempestades eletricas. Radiaqao ultravioleta letal banhava a 
superficie do planeta, energizando reaqoes qufmicas no ar e acumulos rasos 
de agua. Nesse ambiente hostil comecou a vida, provavelmente como um 
aglomerado de moleculas organicas que surgiam da fusao de compostos mais 
simples. Posteriormente, a organizaqao celular desenvolveu-se e se diversifi- 
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Fig. 19.1 ■ A engrenagem energetica biologica. 


cou, resultando finalmente em um grupo de organismos que podiam pensar, falar e 
conduzir pesquisas cientificas. Motivados por uma intensa curiosidade, esses organis¬ 
mos tentaram reconstituir o longo curso da historia e reconstruir os eventos sombrios 
de suas proprias origens. 

Esta pesquisa revelou que os primeiros organismos verdadeiros foram celulas unitarias 
que viveram na agua e se alimentaram de materiais organicos no ambiente. Tais organis¬ 
mos sustentam-se fermentando agucares simples, tais como glicose, e gerando dioxido 
de carbono (C0 2 ) como subproduto. O acumulo de dioxido de carbono proporcionou 
um novo recurso ao planeta primitivo, e surgiram organismos que puderam explora-lo. 
Esses organismos desenvolveram um mecanismo para sintetizar agucares simples a partir 
de dioxido de carbono e agua captando energia solar, o processo chamado fotossintese. 
Os agucares criados pela fotossintese foram entao fermentados para fornecer energia 
para a vida. A medida que a fotossintese se desenvolveu e se espalhou, foi produzido 
um novo gas, o oxigenio (0 2 ), que entao permitiu a evolugao de um novo grupo de orga¬ 
nismos. Tais organismos foram capazes de usar o oxigenio produzido pela fotossintese 
para extrair energia adicional de agucares por meio de um processo quimico chamado 
metabolism© oxidativo, ou aerobico. O metabolismo aerobico superou o processo anae- 
robico mais simples de fermentagao e resultou na evolugao de organis¬ 
mos mais complexos, mais ativos e mais diversos. 

Hoje em dia, a fotossintese e o metabolismo aerobico sao partes com- 
plementares de um grande ciclo de energia que engloba todo o planeta 
(Fig. 19.1). Por meio da fotossintese, dioxido de carbono e agua sao usa- 
dos para a sintese de materiais organicos e, por meio do metabolismo 
oxidativo, materiais organicos sao decompostos em dioxido de carbono 
e agua. Em eucariontes, estes processos ocorrem em organelas subcelu- 
lares especializadas - a fotossintese nos cloroplastos e o metabolismo 
aerobico nas mitocondrias. Ambas estas organelas parecem ter surgido 
de organismos procarioticos simples que se estabeleceram dentro das 
celulas eucarioticas, um fenomeno denominado endossimbiose, ha mais 
de um bilhao de anos. Como tais organismos trouxeram seus genomas, 
bem como suas fontes fotossinteticas e oxidativas, hoje todos os cloro¬ 
plastos e mitocondrias eucarioticos contem DNA. Neste capitulo, explo- 
raremos a genetica e biologia molecular destas importantes organelas. 


A GENETICA CLASSICA DAS ORGANELAS 

O material genetico das organelas foi estudado 
seguindo-se a heranga de pigmentagao de folhas 
em plantas, a resistencia a antibioticos em algas e a 
competencia metabolica em leveduras. 

A descoberta do DNA de cloroplastos e mitocondrial 
foi antecipada por estudos que indicaram a existencia de fa- 
tores hereditarios fora do nucleo. Tais estudos datam do co- 
mego do seculo vinte. De fato, o primeiro deles foi feito por 
Carl Correns, um dos tres botanicos que redescobriram os 
principios de Mendel. 

A maioria dos estudos iniciais foram feitos com plantas, 
que possuem tanto mitocondrias quanto cloroplastos. Con- 
seqiientemente, nem sempre foi possfvel determinar qual 


dos dois tipos de organelas era responsavel pela heranga nao 
nuclear. Estudos posteriores usaram leveduras, para as quais 
o envolvimento de cloroplastos podia ser excluido. Nas se- 
goes seguintes, faremos uma revisao de alguns destes estudos 
classicos. O principio comum compartilhado por todos eles 
e que a heranga das organelas nao segue regras mendelianas 
simples. Em vez disso, ela e caracterizada por contribuigoes 
desiguais dos dois genitores e por uma segregagao irregular 
dos alelos, isto e, viola o principio mendeliano da segrega¬ 
gao. A heranga das organelas e portanto uma hereditaiiedade 
nao mendeliana . 

Variega^ao de Folhas em Plantas 

As folhas em plantas as vezes exibem um padrao marcante 
de variegagao de cor (Fig. 19.2). Alguns setores sao verdes, 
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Fig. 19.2 ■ Variegagao de folhas causada pela segregagao de 
tipos diferentes de cloroplastos. 


outros sao brancos. Tambem podem existir tons intermedi¬ 
aries de verde ou amarelo-claro. Esses padroes em mosaico 
sao altamente apreciados por suas qualidades ornamentais, 
o que explica parcialmente por que tantos pesquisadores se 
interessaram em estuda-los. 

Muitos casos de variegagao de folhas podem ser expli- 
cados pela distribuigao de tipos diferentes de cloroplastos 
durante divisao celular (Fig. 19.3). As celulas podem conter 
alguns cloroplastos que sao capazes de produzir o pigmento 
verde clorofila e outros que nao sao. Esta mistura de dois 
tipos de organelas dentro de uma celula e chamada de hete- 
roplasmia, das palavras gregas que significant “dois corpos 
diferentes”. A presenga de um unico tipo de organela dentro 
das celulas e chamada de homoplasmia. Quando uma celula 
heteroplasmica se divide, os dois tipos de cloroplastos sao 
distribuidos para as celulas filhas de modo irregular. Ao longo 
de varias divisoes, essa distribuigao irregular pode produzir 
uma celula que nao tern cloroplastos produtores de pigmen- 
tos. Tal celula entao prolifera em um setor branco em uma 
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Fig. 193 ■ Distribuigao de cloroplastos durante a nr rose. A 
distribuigao irregular de cloroplastos durante a di» sac celuiar pode 
produzir uma celula que nao possui cloroplastos capazes de fazer 
clorofila. Por meio de outras divisoes. tal celu.a ira produzir um 
setor branco de tecido em uma folha de outro mode verde. 


folha de outro modo verde. Os setores brancos produzidos 
por este processo sao irregulares em tamanho, forma e posi- 
gao. (Em algumas plantas, os setores brancos sao formados 
em padroes previsfveis e definidos nas folhas. Estes setores 
nao se devem a distribuigao de cloroplastos. Eles sao criados 
por sistemas fisiologicos que regulam a sintese do pigmento 
em um arcabougo espacial e temporal dentro das folhas.) 

O efeito da variegagao de folhas foi primeiro estudado pe- 
los botanicos alemaes Carl Correns e Erwin Baur. Correns 
trabalhou com linhagens variegadas da maravilha, Mirabilis 
jalapa , uma planta de jardim muito popular. Ele sistematica- 
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Q Correns fez cruzamentos 
reciprocos entre plantas 
Mirabilis verdes e variegadas, 
usando setores brancos nas 
plantas variegadas como 
fonte de gametas. 


Qj 7 De cada cruzamento, 
cada prole apresentou 
o mesmo fenotipo 
que o genitor feminino. 
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Logo, na planta Mirabilis 
a cor da planta exibe 
estrita heranca materna. 


Fig. 19.4 ■ Experimentos de Correns sobre a heranga de variegagao de folhas em Mirabilis. [a] Femea verde x macho branco (em uma 
planta variegada). (b) Macho verde x femea branca (em uma planta variegada). 
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mente fez cruzamentos entre linhagens verde e variegada. 
Nesses cruzamentos, foi possivel usar flores de um setor 
branco que se haviam desenvolvido em uma planta varie- 
gada. Correns observou que a prole de tais cruzamentos era 
sempre fenotipicamente identica ao tecido que produziu os 
gametas femininos (Fig. 19.4). Assim, um cruzamento feito 
por fertilizacao de ovocitos de uma planta verde com polcn 
de um setor branco em uma planta variegada so produzia 
prole verde. Entretanto, um cruzamento feito com ovocitos 
de um setor branco em uma planta variegada e polen de uma 
planta verde so produzia prole branca pura. Esta heranga 
matema estrita podia ser explicada se a cor da planta fosse 
controlada por fatores que eram transmitidos pelos ovocitos 
mas nao pelo polen. Cloroplastos eram os candidates obvios 
a conter estes fatores. 

Em Mirabilis , os cloroplastos sao transmitidos para a 
prole por meio das celulas reprodutivas femininas, mas sao 
amplamente, ou totalmente, excluidos das celulas reprodu¬ 
tivas masculinas. Quando uma planta herda uma mistura de 
cloroplastos pigmentados e nao pigmentados do genitor fe- 
minino, seus tecidos podem variegar porque os dois tipos de 
cloroplastos distribuem-se durante o desenvolvimento. 

Baur estudou a variegagao em outra especie ornamental, 
Pelargonium zonale (Fig. 19.5). Nesta planta, cruzamentos 
entre as linhagens verde e variegada produzem uma mis¬ 
tura de prole, algumas verdes, algumas variegadas e algumas 
brancas puras. Entretanto, tais fenotipos diferentes nao sao 
recuperados em proporcoes mendelianas. Esta heranga bi- 
parental nao mendeliana indica que a cor das folhas de 
Pelargonium e determinada por uma mistura de fatores ma- 
ternos e paternos situados fora do nucleo, supostamente nos 
cloroplastos. Portanto, parece que em Pelargonium os cloro¬ 
plastos sao transmitidos pelo polen bem como pelo ovocito. 

Os experimentos de Correns e Baur demonstraram que 
a variegagao de folhas e herdada como uma caracteristica 


nao mendeliana, aquela que e quase certamente controlada 
por fatores situados nos cloroplastos. A descoberta de que 
os cloroplastos contem DNA tornou esta hipotese muito 
atrativa. Mas, a despeito do trabalho de muitos cientistas, 
a base molecular da variegagao de folhas ainda e desconhe- 
cida. Provavelmente ela envolve difcrencas nas moleculas de 
DNA que estao presentes dentro de cloroplastos normals e 
os deficientes de pigmento. E necessario mais trabalho para 
determinar a causa deste interessante fenomeno botanico. 

Resistencia a Antibioticos em Chlamydomonas 

Algas verdes fotossinteticas sao uma parte importante da 
biosfera. Elas sao abundantes nos oceanos, onde formarn a 
base da cadeia alimentar, mas tambem sao encontradas em 
terra. Uma especie terrestre, Chlamydomonas reinbardtii (Fig. 
19.6), foi amplamente usada em pesquisas geneticas. Este 
organismo unicelular haploide existe em dois tipos repro- 
dutivos diferentes, representados por mais e menos. Celulas 
de tipos reprodutivos diferentes podem fundir-se para pro- 
duzir um zigoto diploide. O zigoto entao sofre meiose para 
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reciprocos entre plantas 
Pelargonium verdes e 
variegadas, usando polen 
e ovocitos de setores 
brancos nas plantas 
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Logo, na planta 
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Fig. 19.5 ■ Experimentos de Baur sobre a heranca de variegacao 
de folhas em Pelargonium. Ambos os cruzamentos reciprocos 
produzem tres tipos de prole em proporqoes nao mendelianas. 


Fig. 19.6 ■ Celulas da alga unicelular Chlamydomonas reinhardtii. 
Ponte: R. Kessel & C. R. Shih, Visuals Unlimited. 
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produzir quatro proles haploides, que se dividem mitotica- 
mente para produzir clones de celulas vegetativas. Analise 
destes clones indica que o tipo reprodutivo e controlado por 
um gene nuclear com dois alelos, mf (especificando o tipo 
reprodutivo mais) e mf (especificando o tipo reprodutivo 
menos). Duas das quatro proles de um zigoto de Chlamydo- 
monas sao portanto mf e duas sao mf. Muitos outros genes 
nucleares com um padrao mendeliano de segregagao foram 
identificados em Chlamydomonas. 

Cada celula haploide de Chlamydomonas contem um unico 
cloroplasto grande e varias mitocondrias. Quando celulas 
mf e mf se fundem, suas organelas sao combinadas na 
mesma celula diploide. Nao esta claro o que ocorre com es- 
tas organelas dentro do zigoto, mas, quando sao produzidas 
as quatro haploides da prole, cada uma tem um cloroplasto 
e varias mitocondrias. O numero basico de organelas e por¬ 
tanto preservado. 

Em 1954, Ruth Sager, uma geneticista americana, des- 
cobriu que a resistencia a antibioticos em Chlamydomonas e 
herdada como uma caracterfstica nao mendeliana (Fig. 19.7). 
Sager cruzou uma linhagem mutante mf que era resistente 
ao antibiotico estreptomicina com uma linhagem mf que 
era sensfvel a este antibiotico. Toda a prole desse cruzamento 
era resistente a estreptomicina, muito embora os alelos do 


tipo reprodutor tdvessem uma segregagao do tipo 1:1. Assim, 
a resistencia a estreptomicina em Chlamydomonas e contro- 
lada por um fa tor nao mendeliano. Sager entao cruzou algu- 
mas das celulas mf resistentes com celulas mf sensfveis, e, 
desta vez, ela constatou que toda a progenie era sensfvel. A 
resistencia ou a sensibilidade a estreptomicina foi portanto 
sempre herdada pelo citoplasma das celulas mf. Sager logo 
encontrou outras linhagens que seguiam este mesmo padrao 
de heranga. 

Sager e sua colaboradora Zenta Ramanis depois descobri- 
ram um modo de alterar a heranga uniparental destas carac- 
terfsticas. Isto envolveu irradiar as celulas mf com luz UV 
antes do cruzamento. Quando Sager e Ramanis cruzaram 
celulas mf irradiadas com celulas m f nao irradiadas, des- 
cobriram que parte da prole havia herdado a caracterfstica 
citoplasmatica do genitor mf em vez da do genitor mf. 

Estes fenomenos foram fmalmente explicados quando o 
DNA foi descoberto no cloroplasto de Chlamydomonas. Tanto 
celulas mf quanto mf possuem este DNA, mas, quando 
ocorre reprodugao, o DNA contribufdo pela celula mf 6 
degradado, provavelmente por uma nuclease que especifica- 
mente o reconhece. A prole de um cruzamento portanto so 
conserva o DNA herdado do cloroplasto mf. Como resul- 
tado, as caracterfsticas codificadas por este DNA - e a resis- 
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Fig. 19.7 ■ Experimentos de Sager 
mostrando heranga uniparental de 
resistencia (stm-r) e sensibilidade 
(stm-s) a estreptomicina em 
Chlamydomonas. O tipo 
reprodutivo e indicado por um mais 
(+) ou menos (-). Toda a prole de um 
cruzamento tem o mesmo fenotipo 
do genitor mf. 
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Fig. 19.8 fl Um mapa genetico do DNA de cloroplasto em 
Chlamydomonas, baseado no trabalho de Sager e Ramanis. 

Simbolos: acl, ac2, necessidade de acetato; sm4, dependence 
de estreptomicina; nea , resistencia a neamina; sm3, resistencia 
a baixo nivel de estreptomicina; sm2, resistencia a alto nivel de 
estreptomicina; ery , resistencia a eritromicina; spc, resistencia a 
espectinomicina; tm, sensibilidade a temperatura. 

tencia a estreptomicina e uma delas - sao sempre herdadas 
do genitor mt + . Quando celulas mt + sao irradiadas antes da 
reprodugao, o sistema que destroi o DNA mt do cloroplasto 
e parcialmente incapacitado. Conseqiientemente, parte do 
DNA do cloroplasto ?nt~ sobrevive e e transmitido para a 
prole. Esse DNA pode de fa to recombinar-se com o DNA 
do cloroplasto mf, gerando uma prole que herda genes do 
cloroplasto de ambos os genitores. Sager e Ramanis usaram 
a frequencia de tal recombinacao para construir um mapa do 
“cromossomo” do cloroplasto (Fig. 19.8). Esse mapa foi a 
primeira imagem detalhada de como os genes estao organi- 
zados em uma molecula de DNA nao nuclear. 


uma incapacidade de transmitir o fenotipo petite para a prole 
de cruzamentos com linhagens do tipo selvagem. Quando 
sao feitos tais cruzamentos, todas as quatro proles haploides 
de um par de celulas cruzadas crescem em grandes colonias, 
sugerindo que a mutagao petite foi perdida. Em contraste, 
mutantes petite supressivos sao, em condigoes apropria- 
das, capazes de transmitir o fenotipo petite para toda sua 
prole, sugerindo que a condigao tipo selvagem foi perdida. 
Com ambos os tipos de mutantes, cruzamentos reciprocos 
entre linhagens tipo mutante e tipo selvagem dao resultados 
identicos. Assim, os tipos reprodutivos de leveduras nao es¬ 
tao envolvidos na heranga da caracteristica petite. 

A base molecular dos dois tipos de mutantes petite foi 
determinada nos anos 1970 e 1980. Petites neutros nao tern 
nenhum DNA mitocondrial, e petites supressivos tern um 
DNA mitocondrial muito mutado (Fig. 19.10). Um cruza- 
mento entre um mutante petite neutro e um tipo selvagem 
produz zigotos que herdam mitocondrias de ambos os ge¬ 
nitores. Entretanto, apenas as mitocondrias do genitor tipo 
selvagem contem DNA. Quando tais zigotos passam pela 
meiose e formam esporos, o DNA mitocondrial tipo selva¬ 
gem e distribuido para cada um dos quatro ascosporos. A 
medida que eles crescem e se dividem, desenvolvem-se mi¬ 
tocondrias funcionais e saudaveis, permitindo que as celulas 
fagam metabolismo aerobico. Assim, quando sao formadas 
colonias, todas elas tern o fenotipo grande. 

Petite neutra Tipo selvagem 



Zigoto 


/ i \ \ 



Todas colonias selvagens 


Defeitos Metabolicos em Leveduras 

Algumas linhagens mutantes de leveduras formam pequenas 
colonias quando cultivadas em um meio rico contendo gli- 
cose. Essas linhagens sao chamadas de mutantes petite, da 
palavra francesa para “pequeno”. As linhagens de levedura 
tipo selvagem formam colonias grande em meio de glicose. 
Testes adicionais com fontes alimentares diferentes sugerem 
que os mutantes petite soffem de um defeito no metabolismo 
da glicose. Em muitos casos, este defeito e correlacionavel 
com as mitocondrias das celulas petite, que sao malformadas 
e nao tern muitas das macromoleculas encontradas em mito¬ 
condrias tipo selvagem. Estes defeitos mitocondriais impe- 
dem que celulas petite efetuem metabolismo aerobico. 

A primeira analise genetica da condigao petite foi feita 
pelo pesquisador frances Boris Ephrussi nos anos 1940 e 
1950. Sua analise revelou que existem duas classes gerais de 
mutantes petite, petites neutros e petites supressivos (Fig. 
19.9). Os mutantes petite neutros sao caracterizados por 


(a) Um cruzamento entre uma linhagem 

petite neutra e uma linhagem tipo selvagem 
so produz prole tipo selvagem. 


Petite supressiva Tipo selvagem 



Zigoto 

/ i \ \ 

Ascosporos 



Todas colonias petite 


(b) Um cruzamento entre linhagens petite 
supressiva e tipo selvagem so produz 
prole petite. 

Fig. 19.9 ■ Segrega<;ao nao mendeliana de mutaqoes petite (a) 
neutras e ( b) supressivas em leveduras. 
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Petite supressiva Tipo selvagem 

o x O 

mtDNA pequeno mtDNA grande 
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Esporulacao Propagacao mitotica 
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Esporulacao 
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Todas mtDNA grande 


(b) 


Fig. 19.10 ■ Heranga de DNA mitocondrial (mt) em cruzamentos 
entre linhagens petite e tipo selvagem de leveduras. (o) Cruzamento 
entre linhagens petite neutra e tipo selvagem. ( b ) Cruzamento entre 
linhagens petite supressiva e tipo selvagem. 


Um cruzamento entre um mutante supressivo petite e 
uma linhagem tipo selvagem produz zigotos com DNA mi¬ 
tocondrial de ambos os genitores. Se tais zigotos sao ime- 
diatamente esporulados, os ascosporos resultantes herdam 
apenas o DNA mitocondrial mutante e crescem em colonias 
petite. Entretanto, se os zigotos sao primeiro propagados 
mitoticamente em cultura liquida e entao esporulados, cada 
ascosporo herda o DNA mitocondrial tipo selvagem e cresce 
em uma colonia gi'ande. Tais resultados sugerem que o DNA 
mitocondrial mutante inicialmente tern algum tipo de van- 
tagem - ele “suprime” o DNA tipo selvagem, talvez porque 
o DNA tipo selvagem nao possa replicar-se tao rapidamente. 
Entretanto, durante a propagagao mitotica, as celulas com 
mitocondrias tipo selvagem tern uma vantagem em relagao a 
celulas com mitocondrias mutantes e dominant a cultura. 


Qual a natureza do DNA mitocondrial em mutantes petite 
supressivos? Analises fisicas e quimicas mostraram que ele e 
uma molecula de DNA menor que o DNA mitocondrial 
tipo selvagem e tambem e rico em A:T. Estas duas caracte- 
risticas podem do tar o DNA mitocondrial petite supressivo 
de uma vantagem replicativa em relagao ao tipo selvagem. 
Entretanto, uma compreensao total do motivo pelo qual o 
DNA petite supressivo e tao efetivamente transmitido atra- 
ves de cruzamentos exigira mais pesquisas. 

mm P0NT0SIMPORTANTES 

■ A hereditariedade de organelas e caracterizada por contruibui- 
goes parentais desiguais e por segregates fenotipicas irregu- 
lares. 

■ As caracteristicas nao mendelianas da hereditariedade de or¬ 
ganelas se devem, em parte, a transmissao preferencial de clo- 
roplastos e mitocondrias atraves dos gametas de um sexo, que 
em eucariontes superiores geralmente e ofeminino. 


GENETICA MOLECULAR DE MITOCONDRIAS 

As mitocondrias contem moleculas de DNA com uma 
variedade de genes. 

Os sistemas geneticos mitocondriais consistent em 
DNA, e a maquinaria molecular precisa replicar-se e expres- 
sar os genes contidos nesse DNA. Essa maquinaria inclui 
as macromoleculas necessarias para transcrito e tradugao. 
As mitocondrias possuem seus proprios ribossomos. Muitas 
dessas macromoleculas sao codificadas por genes mitocon¬ 
driais, mas algumas sao codificadas por genes nucleares e 
sao portanto importadas do citosol. Nas segoes seguintes, 
exploraremos a organizacao e a fungao do sistema genetico 
mitocondrial e os modos pelos quais ele interage com o sis¬ 
tema genetico nuclear. 


DNA Mitocondrial 

O DNA mitocondrial, ou mtDNA como as vezes e abre- 
viado, foi descoberto nos anos 1960, inicialmente por micro- 
grafias eletronicas que revelaram fibras similares ao DNA 
dentro das mitocondrias. Depois, essas fibras foram extraf- 
das e caracterizadas por procedimentos fisicos e quimicos. 
O advento de tecnicas de DNA recombinante possibilitou 
analisar o mtDNA em maiores detalhes. De fato, ja foram 
determinadas as seqiiencias completas de nucleotideos das 
moleculas de mtDNA de muitas especies diferentes. 

As moleculas de DNA mitocondrial variant muito de ta- 
manho, desde cerca de 6 kb no parasita causador da mala¬ 
ria Plasmodium ate 2.500 kb em algumas plantas com flores. 
Cada mitocondria parece conter varias copias de DNA, e, 
como cada celula tent geralmente muitas mitocondrias, o 
numero de moleculas de mtDNA por celula pode ser muito 
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Fig. 19.11 ■ DNA mitocondrial (amarelo) no organismo unicelular 
Euglena gracilis. O DNA nuclear (vermelho) e tambem visivel. 


grande Fig. 19.11). Em um ovocito de vertebrado, por 
exemplo. foi estimado que estao presentes ate 10 8 copias de 
mtDNA. As celulas somaticas, entretanto, tem menos co¬ 
pias, talvez menos de 1.000. 

A maioria das moleculas de mtDNA e circular, mas em 
algumas especies, tais como a alga Chlamydomonas reinhardtii 
e o ciliado Paramecium aurelia , elas sao lineares. As molecu¬ 
las circulares de mtDNA, que foram as mais coinpletamente 
estudadas. parecem estar organizadas de muitos modos dife- 
rentes. Nos vertebrados, 37 genes distintos estao embalados 
em um cfrculo com 16 a 17 kb, deixando pouco ou nenhum 
espago entre os genes. Em algumas das plantas com flores, 
um numero desconhecido de genes esta disperso em uma 
grande molecula circular de DNA com centenas ou milhares 
de quilobases de tamanho. Nestas plantas, os genes mitocon- 
driais podem ser separados em moleculas circulares diferen- 
tes por um processo de recombinagao intramolecular (Fig. 
19.12). Essa recombinagao e mediada por sequencias repeti- 
tivas situadas no mtDNA. Uma troca entre duas das seqiien- 
cias repetitivas pode separar o cfrculo de mtDNA “ master ” 
em dois cfrculos menores, um processo que superficialmente 


lembra a excisao de um profago lambda do cromossomo de 
E. coli. Em algumas especies, varios DNA circulares de tama- 
nhos diferentes sao formados por recombinagao entre pares 
de sequencias repetitivas situadas em posigoes diferentes ao 
redor do cfrculo master de DNA. Tais moleculas sao dificeis 
de estudar, e sao necessarias mais pesquisas para elucidar o 
mecanismo que as produz. 

A estrutura das moleculas de mtDNA foi estudada por 
sequenciamento de DNA. O mtDNA animal e pequeno e 
compacto (Fig. 19.13). Em seres humanos, por exemplo, o 
mtDNA tem 16.659 pares de bases de tamanho e content 37 
genes, incluindo dois que codificam RNA ribossomicos, 22 
que codificam RNA transportadores e 13 que codificam po- 
lipeptfdeos envolvidos em fosforilagao oxidativa, o processo 
que a mitocondria usa para obter energia. Em camundon- 
gos, no gado e em sapos, o mtDNA e similar ao de seres 
humanos, uma indicagao de uma conservagao basica de es¬ 
trutura dentro do sub-ramo dos vertebrados. O mtDNA de 
invertebrados tem cerca do mesmo tamanho do mtDNA de 
vertebrados, mas tem uma organizagao genetica um pouco 
diferente. Essas diferengas parecem ser causadas por rear- 
ranjos estruturais dos genes dentro da molecula circular de 
mtDNA. 

Em fungos, o mtDNA e consideravelmente maior que 
em animais. Leveduras, por .exemplo, possuem moleculas 
circulares de mtDNA com 78 kb de tamanho. Tais molecu¬ 
las content pelo menos 33 genes, incluindo 2 que codificam 
RNA ribossomicos, 23 a 25 que codificam RNA transporta¬ 
dores, 1 que codifica uma protefna ribossomica e 7 que co- 
dificam polipeptfdeos diferentes envolvidos em fosforilagao 
oxidativa. O mtDNA de leveduras e maior que o mtDNA 
de animais porque varios de seus genes content fntrons, e 
existent longas sequencias nao codificantes entre alguns dos 
genes. O mtDNA de animais nao content fntrons. 

O mtDNA de plantas e rnuito maior que o mtDNA de 
outros organismos. Ele e tambem de estrutura mais varia- 
vel. Estas conclusoes vieram de analises ffsicas e qufmicas 
e de sequenciamento do DNA. Um dos primeiros mtDNA 
de plantas a ser seqiienciado e de uma hepatica, Marchantia 
polymorpha. O mtDNA desta planta primitiva nao vascular e 
uma molecula circular com 186 kb e 94 matrizes de leitura 
aberta (ORF), algumas correspondendo a genes conhecidos 
e outras sent fungoes geneticas conhecidas. Estas ultimas 
ORF sao portanto chantadas de URF, de matrizes de leiuira 
sem atribuigoes ( unassigned ). Foram encontrados 32 fntrons 


mtDNA de planta 


Elemento 

repetido 
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83 Kb 


Fig. 19.12 ■ Recombinagao 
intramolecular no mtDNA de couve 
chinesa, Brassica campestris. A 
recombinagao entre os elementos 
repetidos na grande molecula circular 
de DNA divide esta molecula em 
duas menores. Alternativamente, os 
elementos repetidos nas duas moleculas 
menores podem recombinar-se para 
produzir uma unica molecula grande. 
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distintos no mtDNA de Marchantia, correspondendo a cerca 
de 20% da molecula. Em plantas vasculares, o mtDNA e 
maior do que em Marchantia. Por exemplo, ele e uma mo¬ 
lecula circular de 570 kb em milho e um cfrculo de 300 kb 
na melancia. As moleculas de mtDNA de plantas superio- 
res contem muitas seqiiencias nao codificantes, incluindo 
algumas que sao duplicadas. O numero real de genes por 
molecula de mtDNA e desconhecido. O mapeamento fisico 
de alguns destes genes mostrou que eles estao situados em 
posigoes diferentes nos circulos de mtDNA de especies di- 
ferentes, mesmo quando as especies sao um tanto relaciona- 
das. Isto significa que o mtDNA de plantas superiores sofreu 
muitos rearranjos geneticos durante sua evolugao. 

Expressao de Genes Mitocondriais 

Os mtDNA simples de vertebrados estao organizados em 
duas grandes unidades de transcrigao, cada uma codificando 
a informagao de varios genes. Como um exemplo, considere 
o mtDNA humano mostrado na Fig. 19.13. Quando os dois 
filamentos do mtDNA humano sao separados por centrifu- 
gagao em solugao alcalina, fica evidente que um e mais denso 
do que o outro. Este filamento e referido como filamento H 
(pesado) e seu complemento e referido como filamento L 
(leve). Ambos os filamentos sao transcritos em mitocondrias 


filamento H 



Fig* 19.13 ■ Mapa do mtDNA humano mostrando o padrao 
de transcrigao. Os genes no circulo interno sao transcritos do 
filamento L do DNA, enquanto os genes do circulo externo sao 
transcritos do filamento H do DNA. As setas mostram o sentido da 
transcrigao. ND1-6 sao genes que codificam subunidades da enzima 
NADH-redutase; os genes de tRNA no mtDNA sao indicados por 
abreviagoes para os aminoacidos. 


humanas. Os promotores para as unidades de transcrigao H 
e L estao situados antecedendo o gene de tRNA de fenilala- 
nina. Os transcritos que iniciam nestes pontos sao ampliados 
em diregoes opostas ao redor de toda a circunferencia da 
molecula de mtDNA. O transcrito do filamento H codifica 
os dois RNA ribossomicos, 14 tRNA e 12 polipeptideos e o 
transcrito do filamento L codifica 8 tRNA e 1 polipeptideo. 
Cada transcrito e clivado para separar os tRNA dos rRNA 
e mRNA, e os mRNA sao poliadenilados. Cada mRNA e 
entao traduzido em polipeptideos, usando ribossomos mi¬ 
tocondriais e uma combinagao de tRNA nucleares e ribos¬ 
somicos. 

A tradugao nas mitocondrias ocorre como nos ribossomos 
do citosol, exceto que alguns dos codons tern um significado 
diferente. AGA e AGG sao codons de fim nas mitocondrias 
de mamiferos, enquanto no citosol eles especificam a in- 
corporagao de arginina em um polipeptideo. EGA, que e 
um codon de fim no citosol, e um codon de triptofano nas 
mitocondrias; e AUA, que codifica isoleucina no citosol, e 
o codon metionina de iniciagao nas mitocondrias. Estas e 
outras variagoes de codons mitocondriais indicam que o co- 
digo genetico nao e totalmente universal. Evidentemente, as 
mitocondrias desenvolveram sua propria variagao do codigo 
genetico, supostamente como conseqiiencia de sua evolugao 
a partir de organismos de vida livre que foram incorporados 
a celulas eucarioticas ha mais de um bilhao de anos. Volta- 
remos ao assunto da evolugao mitocondrial no final deste 
capitulo. 

Em fungos e plantas, o mtDNA e organizado em muitas 
unidades de transcrigao separadas, algumas contendo a in¬ 
formagao para mais de um gene. Sabemos pouco sobre os 
detalhes da transcrigao, mas em leveduras a RNA-polime- 
rase mitocondrial e um unico polipeptideo codificado por 
um gene nuclear. O processamento do RNA separa trans¬ 
critos mitocondriais de planta em suas partes constituintes 
e tambem remove os fntrons, que estao presentes em varios 
genes mitocondriais de plantas. No momento, a mecanica 
destes eventos e pouco compreendida. 

Outra peculiaridade da expressao genica mitocondrial e 
que muitos dos transcritos de mtRNA sofrem edigao, isto 
e, alguns dos nucleotideos sao mudados apos a smtese do 
transcrito. A mudanga mais frequente e de C para E T , mas 
ocasionalmente U e mudado para C. Assim, a edigao do RNA 
altera a composigao de codons em transcritos mitocondriais 
da planta, incluindo alguns que indicariam o fim de uma 
smtese de polipeptideos. A edigao altera a informagao que 
e codificada no mtDNA e permite que sejam sintetizados 
polipeptideos funcionais. Curiosamente, a edigao do RNA 
mitocondrial nao e encontrada nas plantas nao vasculares 
(musgos e algas), muito embora todos os grupos de plantas 
superiores (samambaias, gimnospermas e angiospermas) pa- 
regam te-la. Assim, o mecanismo de edigao provavelmente 
evoluiu subseqiientemente ao estabelecimento das plantas 
na terra. Edigao do RNA tambem ocorre nas mitocondrias 
de protozoarios, incluindo tripanossomas, em que os me- 
canismos foram estudados em mais detalhes. Nestes orga- 
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Fig. 19.14 ■ Trans-recomposicao em mitocondria de trigo. Quatro 
RNA diferentes contribuem para o mRNA final que codifica um 
polipeptideo da enzima NADH-redutase. 


nismos, pequenas moleculas de RNA que sao parcialmente 
complementares aos mtDNA transcritos servem como guias 
para o processo de edigao (veja Fig. 11.22). Eles sao portanto 
chamados de RNA guias (gRNA). Um mecanismo similar de 
guia pode operar em plantas, mas os detalhes sao atualmente 
desconhecidos. 

Uma terceira peculiaridade da expressao genica mitocon- 
drial e que alguns RNA mensageiros mitocondriais sao for- 
mados pelo processo de frans-splicing (zrtf/zF-recomposigao). 
O trans-splicing ocorre quando segmentos de um gene sao 
dispersos na molecula de mtDNA. Cada segmento do gene 
e transcrito independentemente, e os exons de transcritos di¬ 
ferentes sao recompostos por interagoes dos introns que os 
flanqueiam. Por exemplo, em trigo, o gene nadl, que codifica 
uma subunidade de NADH-redutase, uma proteina de fosfo¬ 
rilagao oxidativa, e partido em quatro segmentos no mtDNA. 
Cada um destes segmentos e transcrito separadamente, e os 
transcritos resultantes sao entao recompostos para formar o 
mRNA (Fig. 19.14). Este processo requer uma unica reagao 
de ar-recomposigao e tres reagoes de zr#wj-recomposigao. 


Intercambio Entre Produtos de Genes 
Mitocondriais e Nucleares 

A maioria - e talvez a totalidade - dos produtos genicos mi¬ 
tocondriais so fimcionam dentro das mitocondrias. Entre- 
tanto, eles nao funcionam sozinhos. Muitos produtos geni¬ 
cos nucleares sao importados para aumentar ou facilitar seu 
funcionamento. Os ribossomos mitocondriais, por exemplo, 
sao construidos com RNA ribossomico transcrito de genes 
mitocondriais e com protemas ribossomicas codificadas por 
genes nucleares. As protemas ribossomicas sao sintetizadas 
no citosol e importadas para as mitocondrias para montagem 
em ribossomos. 

Muitos dos polipeptideos necessarios para o metabo- 
lismo aerobico tambem sao produzidos no citosol. Eles 


incluem subunidades de varias protemas envolvidas em 
fosforilagao oxidativa - por exemplo, a ATPase que e res- 
ponsavel pela ligagao de energia do metabolismo aero¬ 
bico em ATP. Entretanto, como algumas das subunidades 
desta proteina sao sintetizadas nas mitocondrias, a protei¬ 
na completa e de fato uma mistura de produtos genicos 
nucleares e mitocondriais. Esta composigao dupla sugere 
que os sistemas geneticos nuclear e mitocondrial sejam 
coordenados de algum modo para que sejam feitas quan- 
tidades equivalentes de seus produtos. Atualmente estao 
sendo investigados possiveis mecanismos moleculares para 
esta coordenagao. 

warn PONTOSIMPORTANTES 

■ As moleculas de DNA mitocondrial (mtDNA) variam de 6 kb a 
2.500 kb de tamanho, e a maioria parece ser circular. 

■ As moleculas de DNA mitocondrial contem genes para alguns 
dos RNA ribossomicos, RNA transportadores e polipeptideos 
usados dentro da mitocondria. 

■ A estrutura, a organizagao e a expressao de genes mitocon¬ 
driais variam entre especies. 

■ Em alguns organismos, os transcritos de genes mitocondriais 
sao editados apos serem sintetizados. 

■ Sao necessarios tanto produtos genicos mitocondriais quanto 
nucleares para funcionamento mitocondrial normal. 


DNA MITOCONDRIAL E DOENCAS HUMANAS 

Mutagoes no DNA mitocondrial podem causar doengas 
humanas. 

Em leveduras, mutantes petite estao associados a al- 
teragoes na estrutura do mtDNA e, em alguns casos, a 
perda completa deste DNA. Alguns fenotipos em euca- 
riontes superiores sao correlacionaveis com mutagoes de 
mtDNA? 

Pesquisas recentes demonstraram que varias doengas 
humanas sao causadas por defeitos mitocondriais, e em al¬ 
guns casos esses defeitos se devem a mutagoes no mtDNA. 
Uma destas doengas e a neuropatia optica hereditaria 
Leber (LHON), uma condigao caracterizada pelo inicio 
subito de cegueira em adultos. Do ponto de vista fisiolo- 
gico, esta doenga esta associada a morte do nervo optico e 
em mvel molecular esta associada a mutagoes em qualquer 
um dentre varios genes mitocondriais diferentes. Cada 
uma destas mutagoes muda um aminoacido em uma das 
protemas mitocondriais, reduzindo assim a eficiencia da 
fosforilagao oxidativa. A redugao e grande o suficiente 
para destruir o funcionamento do nervo optico e causar 
cegueira total. Nao sabemos por que este efeito letal e 
limitado ao nervo optico. Talvez as celulas nervosas se¬ 
jam especialmente sensiveis a perturbagoes no metabo¬ 
lismo aerobico. Como seria esperado para uma mutagao 
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mitocondrial, LHON e herdada estritamente atraves da 
linhagem materna. Nunca ha transmissao pelos homens. 
Assim, a prole de uma mulher doente pode expressar o 
fenotipo da doenga, enquanto a prole de um homem do¬ 
ente nao. 

Outro disturbio causado por uma mutagao no mtDNA 
e a sindrome medula-pancreas Pearson. Esta doenga, 
caracterizada por perda das celulas da medula ossea du¬ 
rante a infancia, e freqiientemente fatal. Ela e causada por 
uma delegao relativamente grande no mtDNA. Pessoas 
com a sindrome Pearson quase nunca tem genitores afe- 
tados. Assim, a delegao causadora provavelmente ocorre 
espontaneamente durante o desenvolvimento da crianga 
ou na ovocitogenese da mae. Pessoas com a sindrome 
Pearson na verdade tem uma mistura de mtDNA dele- 
tado e normal, um exemplo de heteroplasmia mitocon¬ 
drial. Individuos que sao homoplasmicos para o mtDNA 
deletado na sindrome Pearson nunca foram observados, 
provavelmente porque morrem bem no inicio do desen¬ 
volvimento. 

mm PONTO IMPORTANTE 

■ A neuropatia optica hereditaria Leber e a sindrome medula- 
pancreas Pearson sao causadas por mutagoes no mtDNA. 


A GENETICA MOLECULAR DOS 
CLOROPLASTOS 

Os cloroplastos contem moleculas de DNA com uma 
variedade de genes. 

Os cloroplastos sao formas especializadas de uma classe 
geral de organelas vegetais chamadas de plastideos. Bota- 
nicos distinguem varios tipos de plastideos, incluindo cro- 
moplastos (plastideos contendo pigmentos), amiloplastos 
(plastideos contendo amido) e elaioplastos (plastideos con¬ 
tendo oleo ou lipideos). Todos os tres tipos parecem desen- 
volver-se de pequenas organelas delimitadas por membrana 
chamadas de pro-plastideos e, em uma determinada especie 
de planta, todos parecem conter o mesmo DNA. Esse DNA 
geralmente e referido como DNA de cloroplasto, abrevia- 
damente cpDNA. 

DNA de Cloroplastos 

Em plantas superiores, o cpDNA tipicamente varia de 120 a 
160 kb de tamanho e em algas de 85 a 292 kb. Em algumas 
especies de algas verdes do genero Acetubuluvw , o cpDNA 
e muito grande, com cerca de 2.000 kb. Entre as especies 
de plantas cujo DNA de cloroplasto foi pelo menos parcial- 
mente caracterizado, o cpDNA parece ser organizado como 
uma molecula circular fechada. Entretanto, em algumas es¬ 


pecies, sobretudo aquelas com grandes cpDNA, um a dia, a 
linear nao pode ser excluido. 'ram 

O numero de moleculas de cpDNA em uma celula cf«i s 
pende de dois fatores: o numero de cloroplastos e o numero 
de moleculas de cpDNA dentro de cada cloroplasto. Por 
exemplo, na alga unicelular Chlamydomonas reinhardtii, so ha 
um cloroplasto por celula, e ele contem cerca de 100 copias 
de cpDNA. Em Euglena gracilis, outro organismo unicelular, 
existem cerca de 15 cloroplastos por celula, e cada um con¬ 
tem cerca de 40 copias de cpDNA. 

Todas as moleculas de cpDNA levam basicamente o 
mesmo conjunto de genes, mas em especies diferentes es¬ 
ses genes sao dispostos de modos diferentes. O conjunto 
genico basico inclui genes para RNA ribossomicos, RNA 
transportadores, algumas proteinas ribossomicas, varios 
componentes polipeptidicos dos fotossistemas que estao 
envolvidos em captura de energia solar, a subunidade ca- 
taliticamente ativa da enzima ribulose 1,5-bisfosfato-car- 
boxilase e quatro subunidades de uma RNA-polimerase 
especifica de cloroplastos. Algumas moleculas de cpDNA 
foram totalmente seqtienciadas, incluindo a da hepatica, 
March an tia polymovpha (Fig. 19.15) e outra da planta do 
tabaco, Nicotiana tabacum. O cpDNA de tabaco e maior 
(155.844 pb) e provavelmente contem cerca de 150 genes. 

A melhor estimativa para o numero de genes no cpDNA de 
hepatica (121.024 pb) e 136. A maioria dos cpDNA tem um 
par de grandes repetigoes invertidas que contem genes para 
RNA ribossomicos. Essas repetigoes variant entre 10 e 76 
kb de tamanho e estao variadamente situadas em moleculas 
diferentes de cpDNA. 

Biogenese de Cloroplastos 

Como ja foi mencionado, todos os plastideos desenvolvem- 
se de pro-plastideos. No caso de cloroplastos, este desen¬ 
volvimento e estimulado por luz e envolve a transcri^ao de 
muitos genes, incluindo alguns situados no niicleo. A ilumi- 
nagao ativa uma profunda mudanga em cada pro-plastfdeo. 
A organela aumenta de tamanho, e o interior de suas duas 
membranas circundantes se expande para brotar de vesfcu- 
las que se distribuem em pilhas formando estruturas cha¬ 
madas grana (Fig. 19.16). Todas as protemas e pigmentos 
de clorofila necessarios para a fotossmtese sao feitos e dire- 
cionados para seus locais apropriados dentro do cloroplasto 
emergente. Algumas destas moleculas sao posicionadas nas 
membranas tilacoides que constituem as grana e outras estao 
situadas no estroma, que e o espaco protoplasmatico que 
circunda a grana. 

A formagao de cloroplastos funcionais e um processo cha- 
mado de biogenese. So algmis detalhes sao conhecidos. En¬ 
tretanto, esta claro que a luz tem um papel importante. Por 
exemplo, um gene nuclear que codifica a pequena subuni¬ 
dade de ribulose 1,5-bisfosfato-carboxilase e vigorosamente 
transcrito quando e fornecida luz. Uma classe especial de 
protemas pigmentadas chamadas fitocromos parece mediar 
esta e outras respostas a luz. Absorvendo energia da luz, tais 
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Fig. 19.15 ■ Organizagao 
genetica do DNA de cloroplasto 
na hepatica Marchantia 
polymorpha. Simbolos: rpo, 
RNA-polimerase; rps, proteinas 
ribossomicas da subunidade 
menor; rpl e secX, proteinas 
ribossomicas da subunidade 
maior; 4,55, 55,765,235, rRNA 
dos tamanhos indicados; rbs , 
ribulose-bisfosfato-carboxilase; 
psa, fotossistema I; psb, 
fotossistema II; pet, complexo 
citocromo b/f; atp, sintese de 
ATP; inf A, fator A de iniciagao; 
frx, proteinas ferro-enxofre; 
ndh, suposta NADH-redutase; 
mbpX, cloroplasto-permease; 
genes de tRNA sao indicados 
por abreviagoes para os 
aminoacidos. 


proteinas adquirem a capacidade de ativar outras proteinas 
para estimular a transcrigao de genes envolvidos na biossrn- 
tese de cloroplastos. 

A formagao de cloroplastos e a manutengao de sua es- 
trutura e fungao durante a vida de uma planta dependent 
da expressao coordenada de genes nucleares e de cloroplas¬ 
tos. Cada genoma produz um conjunto distinto de mRNA, 
que sao traduzidos no citosol e nos cloroplastos, respecti- 
vamente. A biogenese de cloroplastos envolve portanto um 
consideravel intercambio de produtos de genes nucleares e 
de cloroplastos. 

M PONTOS IMPORTANTES 

■ As moleculas de DNA de cloroplasto (cpDNA) tipicamente tem 
de 120 a 292 kb de tamanho e contem pelo menos 100 genes. 

■ A organizagao de moleculas de cpDNA varia entre especies de 
plantas e algas. 

■ A luz induz o desenvolvimento de cloroplastos a partir de 
plastideos nao pigmentados por meio de um processo que 
envolve o intercambio de produtos genicos de cloroplastos e 
nucleares. 


ORIGEM E EVOLUCAO DE MITOCONDRIAS E 
CLOROPLASTOS 

Mitocondrias e cloroplastos originaram-se como 
bacterias endossimbioticas; elas tiveram uma historia 
evolutiva interessante e complexa. 

A vida em nosso planeta originou-se ha mais de 3 bi- 
lhoes de anos, provavelmente em acumulos rasos de agua 
rica em nutrientes. Os primeiros organismos celulares 
eram procariontes. Eles nao tinham nucleos verdadeiros 
e organelas citoplasmaticas. Alem disso, tais celulas eram 
heterotroficas, isto e, alimentavam-se de nutrientes pre- 
sentes no ambiente. Pela fermentagao de nutrientes, esses 
organismos primordiais recrutaram a energia de que pre- 
cisavam para sobreviver. Mais tarde, a medida que CO 2 
se acumulou na atmosfera, organismos fotossinteticos 
evoluiram, provavelmente como as cianobacterias que sao 
encontradas hoje em reservatorios estagnados. Estes orga¬ 
nismos tambem eram procariontes. Sua maquinaria fotos- 
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Fig. 19.16 ■ Biogenese de cloroplastos. Um cloroplasto maduro 
contendo pilhas de membranas tilacoides (grana) dentro de sua 
matriz protoplasmatica (estroma) desenvolve-se de um proplastideo 
apos exposiqao a luz. 


sintetica foi localizada em membranas dentro das celulas, e 
nao organizada dentro de organelas subcelulares especiais. 
A fotossfntese gerou quantidades substanciais de O 2 , e, a 
medida que este gas se acumulou na atmosfera, o metabo- 
lismo aerobico evoluiu, provavelmente ha 1 a 2 bilhoes de 
anos. Os primeiros organismos aerobicos tambem eram 
procarioticos. 

Os organismos eucarioticos evolufram ha 1 a 1,5 bilhao 
de anos. Os primeiros eucariontes conhecidos eram algas 
verdes filamentosas, com nucleos e uma organiza^ao intra- 
celular elaborada, incluindo organelas subcelulares. Estes 
organismos foram capazes de fotossintese e metabolismo 
aerobico e provavelmente continham tanto cloroplastos 
quanto mitocondrias. De onde vieram estas organelas cito- 
plasmaticas? 

Nos anos 1970, a cientista americana Lynn Marguhs 
questionou que tanto mitocondrias quanto cloroplastos ja 
foram organismos de vida livre que se tornaram incor¬ 


porates a celulas eucarioticas primitivas. Hoje em dia, a 
hipotese de que cloroplastos e mitocondrias se originaram 
como organismos separados e amplamente aceita. Tais 
organismos evidentemente estabeleceram uma rela?ao 
simbiotica com as celulas eucarioticas primitivas que as 
internalizaram. 


Organelas Eucarioticas como Endossimbiontes 

Simbiose e uma condi^ao na qual dois ou mais organismos 
vivetn juntos em intima associa^ao para seu mutuo benefi- 
cio. Os liquens sao um exemplo classico. Estes organismos 
amplamente distribuidos sao compostos de uma alga e um 
fungo que vivein juntos em uma associagao intima mutu- 
amente benefica. A endossimbiose e um caso especial no 
qual um dos parceiros simbioticos vive dentro do outro. Por 
exemplo, celulas de Chlorella, uma alga unicelular, as vezes 
vive dentro do protozoario unicelular Paramecium bursaria. 

A clorofda nestas algas endossimbioticas faz com que o Pa¬ 
ramecium parega verde. 

Evidencias de estudos bioquimicos, geneticos e mole- 
culares sugerem que mitocondrias e cloroplastos se origi- 
naram como endossimbiontes bacterianos. Mitocondrias 
e cloroplastos sao mais ou menos do mesmo tamanho de 
algumas bacterias, e ambos contem moleculas circulares 
de DNA como cromossomos bacterianos circulares. Tanto 
mitocondrias quanto cloroplastos contem seus proprios 
ribossomos distintos, e ambos utilizam uma RNA-poh- 
merase distinta. Em cloroplastos, essa RNA-polimerase e 
similar a encontrada em E. coli. Estudos de seqtienciamento 
do DNA demonstraram que alguns genes nos DNA mito- 
condrial e de cloroplasto sao similares a genes bacterianos. 
Por exemplo, os genes mitocondriais para RNA ribosso- 
mico sao mais proximamente relacionados aos genes de 
RNA ribossomico em um grupo de bacterias fotossinteticas 
purpura e os genes de cloroplastos para proteinas ribosso- 
micas parecem estar relacionados a genes bacterianos para 
estas proteinas. Todos estes fatos sugerem fortemente que 
mitocondrias e cloroplastos se originaram quando bacte¬ 
rias foram incorporadas a celulas eucarioticas primitivas, 
provavelmente ha mais de um bilhao de anos. As bacte¬ 
rias endossimbioticas beneficiaram-se de um ambiente 
biologico estavel que forneceu alimento e capacidade de 
se reproduzir, e as celulas eucarioticas benehciaram-se das 
fontes energeticas oxidativas e fotossinteticas das bacterias 
endossimbioticas. 

Desde a forma^ao destas relates, cada um dos parcei¬ 
ros simbioticos sofreu mudan?as significativas, e ocorreu 
um considered embaralhamento genetico entre os DNA 
mitocondrial, de cloroplasto e nuclear. Por exemplo, o 
mtDNA em algumas plantas superiores contem um gene 
de RNA transportador de cpDNA e em outras especies 
de plantas o mtDNA contem parte do gene do cloroplasto 
para a subunidade maior de ribulose 1,5-bisfosfato-carbo- 
xilase. Na maioria das especies de plantas, a subunidade 
menor de ribulose 1,5-bisfosfato-carboxilase e codificada 
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por um gene nuclear, mas em algumas especies de algas 
ela e codificada por um gene de cloroplasto. Estas diferen- 
gas indicam que alguns dos genes originalmente presentes 
no DNA das bacterias endossimbioticas foram transferidos 
para outros compartimentos celulares, incluindo muitos 
que foram transferidos para o nucleo. Foi avaliado que en- 
tre 400 e 2.200 dos 25.000 genes projetados no genoma 
nuclear da planta Ai'abidopsis thaliana sao derivados de bac¬ 
terias, supostamente por transferences dos endossimbion- 
tes que acabaram por tornar-se mitocondrias e cloroplastos 
nestas especies. Em virtude desse embaralhamento genico, 
nem mitocondrias nem cloroplastos sao capazes de se man- 
ter sem materiais especificados pelo nucleo. A maioria dos 
materials necessarios para montagem e funcionamento des- 
tas organelas sao codificados por genes nucleares. Mesmo 
componentes importantes dos sistemas geneticos de mi¬ 
tocondrias e cloroplastos sao derivados de produtos ge- 
nicos nucleares. Eles incluem as DNA- e RNA-polimera- 
ses, alguns RNA transportadores e muitas, ou a totalidade, 
das proteinas ribossomicas. Com o periodo evolutivo, os 
parceiros simbioticos mudaram tantos genes que hoje sao 
compietamente interdependentes. 

A Evolucao de Mitocondrias e Cloroplastos 

A variacao entre os DNA de mitocondrias e cloroplastos 
indica cue os genomas destas organelas sofreram mudangas 
significativas. Primeiro, ha variagao no conteudo genico. 
Por exemplo, o mtDNA do protozoario flagelado Recli- 
nomonas ameriama tern 97 genes, 62 dos quais codificam 
proteinas. Os genes que sao encontrados em mtDNA de 
protistas, animais e fungos sao um subgrupo de genes mi- 
tocondriais de Reclinomonas. Em plantas, o repertorio de 
genes mitocondriais foi aumentado pela aquisigao de um 
grande numero de matrizes de leitura nao atribuidas, se¬ 
quences nao codificantes e introns. Se o mtDNA de Recli¬ 
nomonas for visto como “primitivo” ou uma condigao an¬ 
cestral, entao moleculas de mtDNA de protistas, animais 
e fungos representam estados “derivados” que sao caracte- 
rizados por ampla perda de genes. Moleculas de mtDNA 
de plantas mais provavelmente tern a condigao ancestral, 
pois possuem muitos dos genes encontrados no mtDNA 
de Reclinomonas , mas tambem tern seqiiencias adicionais. A 
evolugao do DNA mitocondrial portanto foi caracterizada 
por mudangas significativas no conteudo de genes. Mu- 
dangas no conteudo de genes tambem ocorreram durante a 
evolugao do DNA de cloroplastos. 

Segundo, ha uma variagao estrutural, ou variagao na or- 
dem dos genes dentro do DNA. Por exemplo, mtDNA hu- 
mano e de Drosophila contem o mesmo conjunto de genes, 
mas estes genes estao dispostos de modo diferente em seus 
respectivos mtDNA. As disposigoes diferentes sugerem que 


regioes do mtDNA foram realocadas desde que os vertebra- 
dos e invertebrados divergiram de um ancestral comum ha 
400 a 600 milhoes de anos. 

Terceiro, ha uma variagao nas seqiiencias de nucleotideos 
de determinados genes. Por exemplo, quando comparamos 
os genes de mtDNA para citocromo b em humanos e Dro¬ 
sophila, encontramos muitos nucleotideos diferentes, alguns 
dos quais alteram a seqiiencia de aminoacidos no polipep- 
tideo do citocromo b. Este tipo de variacao indica que as 
seqiiencias destes genes evoluiram desde que divergiram de 
um ancestral comum. Geneticistas fizeram um consideravel 
esforgo para estudar a taxa de evolugao dos genes mitocon¬ 
driais e a compararam com a taxa de evolugao de genes nu¬ 
cleares. O achado surpreendente e que, em alguns grupos 
de organismos tais como animais vertebrados, os genes mi¬ 
tocondriais evoluiram mais rapido, talvez 5 a 10 vezes mais 
rapido, que os genes nucleares. Os motivos para esta rapida 
evolugao nao estao claros. Talvez produtos genicos mito¬ 
condriais sejam mais flexiveis e portanto capazes de tolerar 
mais mudangas de aminoacidos do que os produtos genicos 
nucleares, ou talvez a taxa de mutagao simplesmente seja 
maior nas mitocondrias do que no nucleo (em razao, possi- 
velmente, de sistemas de reparo do DNA menos eficientes 
nas mitocondrias). 

Mitocondrias e cloroplastos sao quase sempre transmi- 
tidos pelas femeas. Existe alguma evidencia de transmissao 
paterna (veja, por exemplo, a discussao inicial dos experi- 
mentos de Baur sobre heranga de cloroplastos em Pelargo¬ 
nium), mas em muitos organismos isto parece raro. Assim, os 
genomas destas organelas evoluem principalmente por um 
processo assexuado. Entretanto, como aparentemente nao 
ocorre recombinagao entre genomas de organelas dentro de 
determinadas celulas, variantes geneticas em duas moleculas 
diferentes podem, em principio, ser combinadas. O signi- 
ficado evolucionario desta possibilidade ainda nao foi bem 
avaliado. 

O DNA de organelas, especialmente o das mitocondrias, 
foi muito util no estudo da evolugao de muitos grupos de 
organismos. Um Marco na Genetica: Usando DNA Mito¬ 
condrial para Estudar a Evolugao Humana descreve como 
a analise do mtDNA ajudou a elucidar a evolugao de nossa 
propria especie. 

mm P0NT0S IMPORTANTES 

■ Mitocondrias e cloroplastos parecem ter-se originado como 
bacterias cjue foram incorporadas a celulas eucarioticas ha 
cerca de um bilhao de anos. 

■ A medida que bacterias endossimbioticas evoluiram em orga¬ 
nelas, muitos de seus genes foram perdidos; outros genes fo¬ 
ram transferidos para o genoma da celula hospedeira ou para o 
genoma de outra bacteria endossimbiotica. 

■ O DNA de organelas, especialmente o mtDNA, tern sido 
muito util no estudo da evolugao de grupos diferentes de 
organismos. 
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UM U|AR(0 NA QENETICA: Usando DNA Mitocondrial para Estudar 

Evolucao Humana 


a 


Em biologia, poucos assuntos sao mais fascinantes que a evolucao 
Humana. Quern somos nos? De onde viemos? Para onde estamos 
indo? Antes do advento da biologia molecular, o estudo da evo- 
luqao humana dependeu da analise de fosseis raros - fragmentos 
de ossos, alguns dentes, uma arma ou ferramenta ocasional. Hoje 
em dia, a evolucao humana pode ser estudada comparando-se 
sequencias de DNA. Cada sequencia de DNA descende de uma 
sequencia que estava presente em um organismo ancestral. Assim, 
as sequencias de DNA que encontramos hoje sao, de fato, fosseis 
vivos - registros de DNA antigo que foram transmitidos por mui- 
tas geraqoes para organismos que vivem hoje. Como podem ter 
ocorrido muta<;6es durante este tempo, uma sequencia moderna 
de DNA provavelmente nao e uma replica exata de sua ancestral. 
Entretanto, comparando sequencias modernas de DNA, podemos 
as vezes reconstruir caracteristicas do processo evolucionario que 
as produziu. 

Alguns dos mais esclarecedores estudos da evoluqao humana 
envolveram a analise de DNA mitocondrial. Existem dois motivos 
pelos quais o mtDNA e tao util: (1) grande parte dele evoluiu mais 
rapido do que o DNA nuclear e (2) ele e transmitido exclusivamente 
pelas mulheres. A rapidez da evoluqao do mtDNA permite que um 
cientista detecte mudangas geneticas significativas em um periodo 
de tempo relativamente curto (em termos evolutivos), e a estrita 
transmissao materna do mtDNA permite a um pesquisador rastrear 
sequencias modernas de DNA ate uma mulher ancestral comum. 

Estudos pioneiros do mtDNA humano foram feitos nos anos 
1980 por Allan Wilson, Rebecca Cann, Mark Stoneking e seus co- 
laboradores. Estes estudos estabeleceram que existe relativamente 
pouca varia^ao no mtDNA de diferentes populates humanas e 
que a maior variaqao e encontrada no mtDNA de populaqoes da 
Africa. Em vista da taxa conhecida de evolucao do mtDNA, essas 
descobertas sugerem que seres humanos modernos se originaram 
bem recentemente, talvez dentro dos ultimos 200.000 anos, e pro¬ 
vavelmente na Africa. Embora tais conclusoes fossem inicialmente 
controversas, trabalhos posteriores as refor^aram. 1 0 laboratorio de 
Wilson coletou amostras de mtDNA de mais de 200 pessoas repre- 
sentando muitos grupos raciais e etnicos diferentes. As sequencias 
de mtDNA nesta coleqao foram determinadas bioquimicamente e 
entao analisadas por um programa de computaqao que dispoe as 
sequencias em uma arvore filogenetica, ou evolutiva. A conclusao 
de Wilson foi surpreendente. O mtDNA em todos os grupos mo¬ 
dernos de seres humanos descende de uma molecula de mtDNA 
que existiu em uma unica mulher que viveu na Africa ha cerca de 
200.000 anos. Aplicando uma metafora biblica, a imprensa popular 
apelidou esta mulher de “Eva mitocondrial”. 


Enfocando a evoluqao do mtDNA, o laboratorio de Wilson 
rastreou a ancestralidade humana de volta a um ponto em que as 
linhagens maternas de todas as sequencias modernas de mtDNA 
convergem para um unico ancestral comum, a mae mitocondrial de 
todos nos. Entretanto, tais pesquisadores nao disseram que apenas 
uma mulher deu origem a todos os seres humanos modernos. A 
massa de DNA nuclear humano, que e igualmente herdada de ho- 
mens e mulheres e que varia entre os membros de uma populate 
reprodutiva, nao pode ser relacionada a um unico indivfduo. 

O trabalho de Wilson e seus colegas defende fortemente que 
todos os humanos modernos evolui'ram de individuos que vive- 
ram na Africa ha menos de 200.000 anos, e possivelmente tao 
recentemente quanto 120.000 anos. Os migrantes dessa popula- 
qao africana original supostamente fundaram as primeiras popu¬ 
lates humanas da Europa e da Asia, que, por sua vez, fundaram 
as primeiras populates da Australia, da Oceania e das Americas. 
Este cenario evolutivo foi chamado de hipotese “Fora da Africa”. 
Uma outra hipotese propoe que os humanos evoluiram simulta- 
neamente em muitas regioes do mundo a partir de grupos que ha 
muito se haviam estabelecido nessas regioes, talvez por muitas 
centenas de milhares de anos, e que estes grupos provavelmente 
se reproduziram com outras populates arcaicas tais como os 
Neandertais da Europa e do oeste da Asia. 

Os Neandertais sempre foram um grupo enigmatico para es- 
tudantes de evoluqao humana. Restos fosseis indicam que eles 
eram bem diferentes dos humanos modernos; ossos mais espes- 
sos, maior musculatura e proporqoes corporeas diferentes os 
distinguiam claramente. Os Neandertais seriam ancestrais dos 
humanos modernos? Eles se reproduziram com populates que 
ao final produziram os humanos modernos ou eles eram especies 
separadas e distintas? 

Em 1997, Matthias Krings, Anne Stone, Ralf Schmitz, Heike Krai- 
nitzki, Mark Stoneking e Svante Paabo publicaram a sequencia de 
379 pares de bases do mtDNA extraido de um osso do braqo de 
um Neandertal fossilizado. 2 Este fossil particular, descoberto em 
1856 perto de Dusseldorf, Alemanha, foi objeto de muitos estudos 
intensivos. Apos longas negotiates, os responsaveis pelo fos¬ 
sil deram permissao a Krings e colaboradores para remover um 
pedaqo de osso de 3,5 g do umero direito. Pequenos fragmentos 
deste pedaqo foram pulverizados, e os restos de DNA dentro de¬ 
les foram cuidadosamente extrafdos. Devido a idade do fossil (en¬ 
tre 30.000 e 100.000 anos), esperava-se que a maior parte do DNA 
estivesse degradada. Entretanto, como o mtDNA e muito mais 
abundante do que qualquer sequencia particular de DNA nuclear, 
Krings e colaboradores esperavam que parte dele tivesse sobrevi- 


^ilson, A. C., e R. L. Cann. 1992. The recent African genesis of humans. Sci. 
Amer., 266(4): 68-73. 


2 Krings, M. A. Stone, R. W. Schmitz, H. Krainitzki, M. Stoneking e S. Paabo. 1997. 
Neanderthal DNA sequences and the origin of modern humans. Cell 90:19-30. 
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Fig. 1 ■ Diferen<;as de 
nucleotideos dentro de uma 
regiao nao codificante com 
379 pb do mtDNA de um fossil 
Neandertal e a de um ser humano 
moderno. A regiao sequenciada 
fica entre os genes para tRNA 
de fenilalanina (Fen) e prolina 
(Pro). Para cada diferen<;a de 
nucleotideo (em destaque), 
o nucleotideo superior e 
encontrado em mtDNA de seres 
humanos modernos e o inferior 
e encontrado no mtDNA de 
Neandertal. 


vido. Sua primeira etapa foi usar uma tecnica chamada rea^ao em 
cadeia da polimerase (PCR; veja Cap. 15) para amplificar pequenos 
segmentos de moleculas sobreviventes de mtDNA. A PCR permite 
que um pesquisador gere milhoes de moleculas identicas de DNA 
a partir de apenas algumas moleculas por replicaqao in vitro com 
uma DNA-polimerase bacteriana. A sequencia do DNA amplifi- 
cado pode entao ser determinada bioquimicamente. 

Em experimentos cuidadosamente controlados, Krings e co- 
laboradores conseguiram amplificar restos de mtDNA extraidos 
do fossil. Analise bioquimica deste material amplificado mostrou 
que o mtDNA do Neandertal difere do mtDNA de humanos mo¬ 
dernos em 28 dos 379 nucleotideos que foram analisados (Fig. 1). 
O mtDNA isolado de diferentes humanos modernos mostra tipi- 
camente apenas 8 substitutes de nucleotideos nesta regiao. As- 
sim, o mtDNA do Neandertal e significativamente diferente do de 
outros humanos modernos. Analise em computador das sequen¬ 
ces de DNA sugeriu que as linhagens de mtDNA de humanos e do 
Neandertal comeqaram a evoluir separadamente entre 550.000 
e 690.000 anos atras e que os mtDNA de humanos modernos 
originaram-se entre 120.000 e 150.000 anos atras, aparentemente 
na Africa. Assim, os Neandertais quase certamente nao eram an- 
cestrais dos humanos modernos. Eles evoluiram separadamente e, 
ao final, tornaram-se extintos. 

Na seqao de discussao de sua publica<;ao, Krings e co-autores 
concluem que “A sequencia de mtDNA dos Neandertais portanto 
apoia um cenario no qual humanos modernos surgiram recente- 
mente na Africa como uma especie distinta e substituiram os Ne¬ 
andertais com pouco ou nenhum entrecruzamento.” Eles tambem 
fazem um adendo: “Deve ser enfatizado que as conclusoes acima 
sao baseadas em uma unica sequencia individual; a recuperaqao 
e a analise de sequences de mtDNA de amostras adicionais dos 


Neandertais sao obviamente desejaveis.” 3 Em margo de 2000, uma 
equipe international de pesquisadores relatou a sequencia de 
mtDNA de uma segunda amostra Neandertal, esta de uma crianqa 
encontrada em uma caverna no norte do Caucaso 4 A sequencia 
de 345 pb que foi obtida desta amostra com 29.000 anos difere de 
humanos modernos em 22 nucleotfdeos. Ela difere da sequencia do 
mtDNA do Neandertal europeu em 12 nucleotideos. Os dois Ne¬ 
andertais sao, portanto, mais correlacionados entre si do que com 
humanos modernos. Considerados juntos, estes estudos de mtDNA 
antigo sugerem que Neandertais e humanos modernos tern histo- 
rias evolutivas separadas - vias paralelas no tempo que divergiram 
de um ancestral comum ha muito tempo. Uma via terminou quando 
os Neandertais foram extintos; a outra, a nossa, continua. 

QUESTOES PARA DISCUSSOES 

1. Amostras muito antigas de mtDNA tais como o material dos 
Neandertais descrito aqui podem ser amplificadas pela reaqao 
em cadeia da polimerase e sequenciadas. Que tipos de proble- 
mas estao associados a coleta e interpretagao deste tipo de 
informaqao de sequencia de DNA? 

2. Diferenqas entre sequences de mtDNA podem ser usadas para 
deduzir “distancias evolutivas” entre organismos em uma ar- 
vore filogenetica. Estas distancias sao biologicamente signifi- 
cativas? 

3 ibid, p. 27. 

4 Ovchinnikov, I. V., A. Gotherstrom, G. P. Romanova, V. M. Kharitonov, K. Liden e 
W. Goodwin. 2000. Molecular analysis of Neanderthal DNA from the northern 
Caucasus. Nature 404: 490-493. 
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Exercicios Basicos 


llustram a analise genetica basica. 


1. Descreva resumidamente dois exemplos de heranga nao devidos 
a genes nucleares. 

Resposta: Um exemplo e a variegacao de folhas em plantas. 
As manchas irregulares de tecidos verde e branco se devem a 
distribuigao de cloroplastos durante as divisoes celulares que 
formam a folha. Tipicamente, o tipo de cor da folha presente 
no tecido materno e preferencialmente transmitido, e as vezes 
exclusivamente, para a prole. Outro exemplo e o fenotipo de 
colonia petite em leveduras. O tamanho pequeno de algumas 
colonias de levedura se deve a sua incapacidade de obter energia 
eficientemente de acucares. O defeito metabolico esta nas mito¬ 
condrias, que contem DNA mutante. Alguns tipos de linhagens 
de leveduras petite transmitem o fenotipo petite para toda sua 
prole em cruzamentos com linhagens do tipo selvagem; outras 
nunca transmitem este fenotipo em tais cruzamentos. 

2. Descreva resumidamente a organizagao molecular do DNA mi- 
tocondrial humano. 


Resposta: O mtDNA humano e organizado como uma mole- 
cula circular de 17 kb. Ele contem 37 genes, incluindo alguns 
para rRNA, tRNA e protefnas envolvidas no metabolismo anae- 
robico. Nenhum dos genes contem fntrons. Ambos os filamen- 
tos do mtDNA humano sao transcritos. Alguns genes sao codi- 
ficados pelo filamento L (leve), enquanto outros sao codificados 
pelo filamento H (pesado, heavy em ingles). 

3. Que tipos de evidencias indicam que mitocondrias e cloroplas¬ 
tos sao derivados de bacterias? 

Resposta: Algumas caracteristicas da organizagao de organe¬ 
las sugerem uma origem bacteriana: tamanho, dobramento das 
membranas, presenga de ribossomos similares aos encontrados 
em bacterias. Entretanto, a evidencia mais convincente da ori¬ 
gem bacteriana de mitocondrias e cloroplastos vem da analise 
do DNA nestas organelas. Comparagoes de seqiiencias indicam 
que alguns dos genes em genomas de organelas estao relaciona- 
dos a genes encontrados em genomas bacterianos. 


Testar Seus Conhecimentos 


Integra conceitos e tecnicas diferentes. 


1. Uma linhagem mutante mt + de Chlamydomonas que era resis- 
tente ao antibiotico estreptomicina {stm-r) e ao herbicida be- 
nomil {ben-? 2 ) foi cruzada com uma linhagem tipo selvagem mt~ 
que era sensfvel a estas duas substancias {stm-s e ben-s). Foram 
analisadas vinte tetrades da prole quanto a tipo reprodutivo e 
resistencia a estreptomicina e benomil. Quando a analise foi 
completada, as tetrades foram classificadas em tres tipos: 


Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3 


stm-r ben-r 
nrF stm-r ben-r 
mP stm-r ben-s 
nrP stm-r ben-s 
Niimero 8 


m? stm-r ben-s 
m stm-r ben-s 
mP stm-r ben-r 
m^ stm-r ben-r 
9 


stm-r ben-r 
mt® stm-r ben-s 
mP stm-r ben-r 
m? stm-r ben-s 
3 


Quais destas caracteristicas parecem dever-se a um gene nao 
nuclear? 

Resposta: Resistencia/sensibilidade a estreptomicina. Toda a 
prole do cruzamento e resistente a estreptomicina, como o ge- 
nitor mf. Esta heranga uniparental e diagnostica de um gene 
de cloroplasto. As outras duas caracteristicas, tipo reprodutivo 
e resistencia/sensibilidade a benomil, segregam 1:1 na prole, 
indicando que sao determinadas por genes nucleares. De fato, 
pelos numeros dos tres tipos de tetrades, podemos deduzir que 
os loci mt e ben estao em cromossomos diferentes. Esta dedugao 
ocorre porque o numero de tetrades ditipo parental (Tipo 1) e 
igual ao numero de tetrades ditipo nao parental (Tipo 2). Veja 
no Cap. 8 uma explicagao mais completa da analise de tetrades 
quanto a genes nucleares. 


2. Derbeneva e col. (2002 Am. J. Hum. Genet. 71: 415-421) se- 
qiienciaram o mtDNA obtido de uma amostra de 30 pessoas 


aleutas das Commander Islands, as ilhas mais a oeste da cadeia 
aleutiana. Foram identificados nove tipos distintos de mtDNA, 
cada um indicado por um numero romano. As diferengas entre 
estes tipos estao resumidas no quadro seguinte usando o tipo 
VIII como padrao. 


Tipo 

Numero 
na Amostra 

Nucleotfdeos Diferentes 
do Tipo VIII 

I 

13 

8910,9667 

II 

4 

6554, 8639, 8910,9667, 16311 

m 

3 

8910, 9667, 16519 

IV 

3 

8910, 9667, 11062 

V 

1 

8460, 8910, 9667 

VI 

1 

5081,8910,9667 

VII 

1 

8910, 9667, 10695, 11113 

VIII 

3 

padrao 

IX 

1 

16092 


Cada entrada no quadro indica a posigao de um nucleotfdeo 
que difere do nucleotfdeo encontrado no tipo VIII. Estas 
diferengas sao consistentes entre os varios tipos, isto e, o 
nucleotfdeo diferente na posigao 9667 no tipo I e o mesmo 
que o nucleotfdeo diferente na posigao 9667 no tipo II. A 
partir destes dados, construa um diagrama que mostre a 
correlagao filogenetica entre os tipos diferentes de mtDNA 
aleutino. 

Resposta: O tipo padrao difere do tipo IX em uma posigao de 
nucleotfdeo (16092). Ele difere de todos os outros tipos em duas 
ou mais posigoes de nucleotfdeos - as posigoes 8910 e 9667 no 
tipo I, e estas duas posigoes mais pelo menos uma outra posigao 
em todos os outros tipos. O tipo padrao e portanto uma etapa 
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mutacional a menos que o tipo IX e e duas etapas mutacionais 
a menos que o tipo I, mas em um sentido diferente. Todos os 
outros tipos sao uina ou mais etapas mutacionais a menos que 


o tipo I. Podemos resumir as correlagoes entre os tipos em um 
diagrama filogenetico, que, entretanto, nao nos diz que mtDNA 
e ancestral aos outros: 



“ Questoes e Problemas Acentuam 

19.1. Quando Correns estudou a heranga de variegagao em fo- 
lhas de Mirabilis , ele fez cruzamentos entre plantas verdes e 
variegadas. Por que ele nao fez cruzamentos entre plantas 
verdes e brancas? 

19.2. A coloragao de folhas nas linhagens variegadas e herdada 
maternamente em Mirabilis e biparentalmente em Pelar¬ 
gonium. Alem disso, em Pelargonium o padrao de heranga e 
nao mendeliano. O que estes fatos sugerem sobre a heranga 
de cloroplastos nestas especies? 

19.3. Explique como plantas tais como Mirabilis podem ter se- 
tores verde, verde-claro e branco em suas folhas. Se tais 
setores atingirem a maturidade sexual, que caracterfsticas 
de cor cada tipo devera transmitir pelos gametas masculi- 
nos e femininos? 

19.4. Cruzamentos recfprocos com animais ou plantas expe¬ 
rimental as vezes dao resultados diferentes na Fj. Duas 
explicagoes possfveis sao (a) heranga ligada ao sexo e (b) 
heranga de organelas. Como um pesquisador pode deter- 
minar qual explicagao e correta? 

19.5. Oscar Reimer fez cruzamentos recfprocos entre dois tipos 
de primula, Oenothera hookeri e 0. muricata , que se sabe 
terem a mesma constituigao cromossomica. Quando o ge- 


compreensao e desenvolvem as habilidades analiticas. 

nitor feminino era 0 . hookeri , as folhas da prole eram ama- 
relas, mas, quando o genitor feminino era 0. muricata , as 
folhas da prole eram verdes. Como pode ser explicada esta 
diferenga nos resultados de cruzamentos recfprocos? 

19.6. Uma linhagem mt + de Chlamydomonas que era resistente ao 
antibiotico espectinomicina foi cruzada com uma linhagem 
sensfvel mt~. Metade da prole era mP e metade mt~ , mas 
todas eram resistentes a espectinomicina. Quando as celu- 
las mt~ resistentes a espectinomicina foram cruzadas com 
celulas mP sensfveis a espectinomicina, toda a prole era 
sensfvel a espectinomicina. Explique a heranga de resisten- 
cia/sensibilidade a espectinomicina. 

19.7. Uma linhagem m.p de Chlamydomonas que era resistente ao 
antibiotico espectinomicina foi cruzada com uma linhagem 
mt~ que era resistente ao antibiotico estreptomicina. Sabe- 
se que os genes para resistencia a estes dois antibioticos 
estao no cpDNA. Antes da reprodugao, as celulas m.t + foram 
irradiadas com luz ultravioleta. Cada par cruzado produziu 
quatro proles haploides. Em algumas destas tetrades, toda 
a prole era resistente a espectinomicina e sensfvel a estrep¬ 
tomicina. Em outras, toda a prole era resistente a estrepto¬ 
micina e sensfvel a espectinomicina. Em ainda outras, pelo 
menos uma da prole era resistente a ambos os antibioticos. 
Explique estes resultados diferentes. 










QUESTOES E PROBLEMAS ■ 591 


. 19.8. Se o DNA de cloroplastos fosse herdado exclusivamente 
pelo gameta feminino, seria possfvel observar recombma- 
gao entre genes de cloroplastos? 

19.9. Uma linhagem mutante de leveduras que produz colonias 
pequenas quando cnltivada em meio rico em glicose foi 
cruzada com uma linhagem tipo selvagem. Toda a prole era 
tipo selvagem. Que tipo de mutagao foi responsavel pelas 
colonias pequenas? 

19.10. Uma outra linhagem mutante de leveduras que produziu 
colonias pequenas foi cruzada com uma linhagem tipo sel¬ 
vagem. Neste cruzamento, entretanto, toda a prole formou 
colonias pequenas. Que tipo de mutagao foi responsavel? 

19.11. Quais sao as principals diferengas entre moleculas de 
mtDNA de plantas e animais? 

19.12. Se um gene mitocondrial de planta para NxADH-redutase 
fosse inserido em um plasmideo e entao colocado em E. 
colij ele produziria NADH-redutase cataliticamente ati\ar 
Explique. 

19.13. Um gene mitocondrial de mamffero foi fundido com um 
gene de bacteria usando-se tecnicas de DNArecombinante. 
A fusao foi feita de modo que a metade 3’ do gene mitocon¬ 
drial (codificando 278 aminoacidos) e ligada in frame* a 
metade 5’ do gene bacteriano (codificando 200 aminoa¬ 
cidos). Se este gene de fusao for introduzido em bacterias 
por transformagao, ele produzira um polipeptideo de fusao 
com 478 aminoacidos de tamanho? Exphque. 

19.14. Que implicagao a trans -recomposigao de RNA mitocon¬ 
drial tem para o conceito um gene-um polipeptideo? 

19.15. Tanto homens quanto mulheres podem desenvolver a neu- 
ropatia optica hereditaria Leber (LHON)? Exphque. 

19.16. Durante o estudo de uma peste de insetos, um geneticista 
observa quatro formas de uma enzima (A, B, C e D) que 
podem ser detectadas nos insetos por analise bioquimica. 
Entretanto, insetos individuals apresentam no maximo 
duas formas diferentes desta enzima, e, quando duas for¬ 
mas da enzima estao presentes, elas sao igualmente abun- 


dantes. O geneticista fez uma serie de cruzamentos entre 
insetos que apresentavam formas unicas da enzima. Entao 
a prole Fi desses cruzamentos foi intercruzada para pro- 
duzir a prole F 2 . Pelos dados que foram coletados destes 
cruzamentos, qual a base genetica para as formas diferen¬ 
tes da enzima? 


Cruzamento 

Mae 

Pai 

Fi 

F 2 (freq. entre parenteses) 

1 

A 

B 

A, B 

(1/4) A; (1/2) A, B; (1/4) B 

2 

B 

A 

A, B 

(1/4) A; (1/2) A, B; (1/4) B 

3 

A 

C 

A 

A 

4 

C 

A 

C 

C 

5 

A 

D 

A, B 

(1/4) A; (1/2) A, B; (1/4) B 

6 

D 

A 

C, D 

(1/4) C; (1/2) C, D; (1/4) D 

7 

C 

D 

C, D 

(1/4) C; (1/2) C, D; (1/4) D 

8 

D 

C 

C,D 

(1/4) C; (1/2) C, D; (1/4) D 

9 

B 

C 

A, B 

(1/4) A; (1/2) A, B; (1/4) B 

10 

C 

B 

C, D 

(1/4) C; (1/2) C, D; (1/4) D 

11 

B 

D 

B 

B 

12 

D 

B 

D 

D 


19.17. Em plantas, uma subunidade da enzima ribulose 1,5-bis- 
fosfato-carboxilase e codificada por um gene nuclear e 
outra e codificada por um gene de cloroplasto. Ambas as 
subunidades sao necessarias para que a enzima funcione na 
fotossmtese. Que problema especial a separagao dos genes 
em compartimentos celulares diferentes cria para a smtese 
desta importante protema? 

19.18. Como o fato de que alguns genomas de organelas possuem 
mtrons se ajusta a hipotese de que mitocondrias e cloro¬ 
plastos sao derivados de bacterias endossimbioticas? 

19.19. A expressao de cardiomiopatia hereditaria em humanos 
pode ser de branda a grave, com a expressao grave geral- 
mente resultando em morte prematura. O heredograma 
seguinte mostra a ocorrencia e a gravidade de cardiomiopa¬ 
tia em uma family. A gravidade da doenga e indicada pelas 
letras m (branda, mild), i (intermediary) e s (grave, severe). 

(a) Que tipo de heranga esta envolvido em cardiomiopatia? 

(b) O que poderia explicar a expressividade variavel de car¬ 
diomiopatia neste heredograma? 


Cr^CD' 

□yd) (m) (s) [mj lJ 6 dj 

OyCfa [fa ii d> p c:^d 6 d] d:H,] 

6 cd 6 \h 6 i d) ^ cd 6 6 u 6 \h 6 6 \h 6 6 

4 d] m l] 66 i 6 


*N.T.: In frame = manutengao de uma matriz de leitura de uma regiao codi- 
ficante apos uma mutagao, ou ligagao, de duas moleculas de DNA. 
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de morte das Sh'gella, uma bacteria que causa disenteria em humanos, podia pas- 
sar por um f. tro de porcelana que retinha todas as bacterias conhecidas. Em 1917 
*2 ‘ 6 P ubllcou se “ s resultados e chamou os agentes bactericidas submicroscopi- 
cos de bactenofagos (do grego, “devorador de bacterias”). Mais ou menos ao mesmo 
tempo, um medico bacteriologista ingles, Frederick W. Twort, descobriu um agente 
submicroscop,co similar que matava micrococos. Infelizmente, a pesquisa de Twort 

p °! ° § ° l '] terrom P | da por um chamado para servir no Royal Army Medical Corps na 
Pnmeira Guerra Mundial. P 

J::Z n Z' 5t 2 d ’, H4 ; elle Continuou ° estudo dos rentes submicroscopicos que 
matavam Shigella. Ele fez o seguinte relato sobre um de seus experiments “... subi- 

amente eu compreendi: o que causava meus pontos claros era de fato um microbio 
inv.sivel, um virus filtravel, mas um virus parasita de bacterias... Se isto for verdade 
a mesma coisa provavelmente ocorreu durante a noite no homem doente, que na 

ZT7T* ® m§r ^ Ve condi ^°- Em s eu intestine, como em meu tube de ensaio, o 
cilo da disenteria dissolvera-se sob a aqao de seu parasita. Ele agora deveria estar 
curado. Eu fu. ao hospital. De fato, durante a noite, sua condiqao havia melhorado 

Sc/enceVewrm^r 13 ^ C ° me ' and °” (d ’ H * relle ’ R 1949 ‘ The Bacteriophage. 

fat0 , d ’^ rel,e fi <f u obcecado com sua crenqa de que doenqas humanas cau- 
sadas por bacterias podiam ser tratadas, talvez mesmo erradicadas, por terapia com 
eriofagos_ Infelizmente, logo foi demonstrado que esta forma simples de terapia 
com bactenofagos nao e eficaz no tratamento de infecqoes bacterianas, pois muito 

t abalho TTr! ^as bacterias mutam para formas resistentes aos fagos. Entretanto, o 
trabalho de d Herelle preparou o cenario para pesquisas que acabariam produzindo 
todo um novo campo, a genetica microbiana, e esclareceu os mecanismos pelos 

me a canismo P s reSSa ° * re§Ulada ' NeSte CapftU '°’ examinarem °* alguns destes 


-i\^licrorganismos exibem marcantes capacidades em se 
adaptar a diversas condigoes experimentais. Essa adaptabili- 
dade depende em parte de sua capacidade de ligar e desligar 
a expressao de conjuntos especfficos de genes em resposta a 
mudan ? as no ambiente. A expressao de determinados genes e 
hgada quando os produtos destes genes sao necessarios para 
o crescimento. Sua expressao e desligada quando os produ¬ 
tos genicos nao sao mais necessarios. A sintese de transcritos 
gemcos e produtos de tradu?ao requer o gasto de considera- 
vel energia. Desligando a expressao dos genes quando seus 
produtos nao sao necessarios, um organismo pode poupar 
energia e usar a energia conservada para sintetizar produtos 
que aumentem a taxa de crescimento. Quais, entao, sao os 
mecanismos pelos quais microrganismos regulam a expres¬ 
sao genica em resposta a mudangas no ambiente? 

A expressao genica em procariontes e regulada em varios 
rnveis diferentes: transcriqao, processamento de mRNA, re- 
novagao de mRNA, tradufao e pos-traduqao (Fig. 20.1). En¬ 
tretanto, os mecanismos reguladores com os maiores efeitos 
no fenotipo atuam em nfvel de transcrifao. 

Com base no que sabemos sobre a regula f ao da transcri- 
cao, os varios mecanismos reguladores parecem enquadrar- 
se em duas categorias gerais: 


1. Mecanismos que envolvem o rdpido ligar e desligar da expressao 
genica em resposta a mudanqas ambientais. Mecanismos re¬ 
guladores deste tipo sao importantes em microrganismos 
devido a freqiiente exposingo desses organismos a subitas 
mudanfas no ambiente. Eles fornecem microrganismos 
com consideravel ‘plasticidade”, uma capacidade de ajus- 
tar seus processos metabolicos rapidamente para obter o 
maximo crescimento e reprodugao em uma ampla grama 
de condi^oes ambientais. 

2. Mecanismos relacionadosa circuitospre-programadosou casca- 
tas ex P ress do genica. Nestes casos, alguns eventos dispa- 
ram a expressao de um conjunto de genes. 0(s) produto(s) 
de um ou mais destes genes funciona(m) desligando a 
transcricao do primeiro conjunto de genes ou ligando a 
transcricao de um segundo conjunto de genes. Entao, um 
ou mais dos produtos do segundo conjunto atuam ligando 
um terceiro conjunto, e assim em diante. Nestes casos, a 
expressao seqiiencial de genes e geneticamente pre-pro- 
gramada, e os genes geralmente nao podem ser ligados 
fora de seqtiencia. Tais seqiiencias pre-programadas de 
expressao genica estao bem documentadas em procarion¬ 
tes e nos virus que os atacam. Por exemplo, quando um 
bactenofago litico infecta uma bacteria, os genes virais 
sao expressos em uma seqiiencia predeterminada, e essa 
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Niveis nos quais a expressao genica e regulada em procariontes 



3. Estabilidade do RNA 


1. Transcricao 
L — 1 - 

2. Processamento do RNA 
- 1 - 

4. Traducao 

- r — 

5. Pos-traducao 

- L_ _ 


► RNA transcrito -► mRNA -► Proteina -► Funcao 

desempenhada 
pela proteina 


Fig. 20.1 ■ Uma via abreviada 
de expressao genica, mostrando 
cinco niveis importantes de 
regulagao em procariontes. 


seqiiencia esta diretamente correlacionada com a seqiien- 
cia temporal de envolvimento do produto genico na re- 
produgao e na morfogenese do virus. Na maioria dos 
exemplos conhecidos de expressao genica pre-progra- 
mada, o circuito e ciclico. Por exemplo, durante infecgoes 
virais, alguns eventos associados a embalagem do DNA 
ou do RNA viral na capa de proteinas ativa o programa 
genetico de modo que ocorre a seqiiencia apropriada de 
expressao genica novamente quando uma prole do virus 
infecta uma nova celula hospedeira. 


EXPRESSAO GENICA CONSTITUTIVA, 
INDUTfVEL E REPRESSlVEL 

Genes que especificam componentes celulares que 
desempenham fungoes de manutengao — por exemplo, 
RNA ribossomico e protemas envolvidas na sintese de 
proteinas - sao expressos constitutivamente. Outros 
genes em geral sao expressos apenas quando seus 
produtos sao necessarios para o crescimento. 

Alguns produtos genicos, tais como moleculas de tRNA, 
rRNA, protemas ribossomicas, subunidades de RNA-poli- 
merase e enzimas que catalisam processos metabolicos ge- 
ralmente referidos como fungoes de “manutengao” celular, 
sao componentes essenciais de quase todas as celulas vivas. 
Genes que especificam produtos deste tipo estao continu- 
amente sendo expressos na maioria das celulas. Tais genes 
sao ditos expressos constitutivamente e sao designados como 
genes constitutivos. 

Outros produtos genicos sao necessarios para o cresci¬ 
mento celular apenas em algumas condigoes ambientais. A 
sintese constitutiva de tais produtos genicos seria um des- 
perdicio, usando energia que poderia ser utilizada para cres¬ 
cimento mais rapido. A evolugao dos mecanismos regulado- 
res que permitem a sintese de tais produtos genicos apenas 
quando e onde eles sao necessarios claramente capacitaria os 
organismos que possuem estes mecanismos reguladores com 
uma vantagem seletiva em relagao aos organismos que nao os 
tern. Isto sem duvida explica por que organismos atualmente 
existentes, incluindo bacterias e virus, exibem mecanismos 
altamente eficientes para o controle da expressao genica. 


Escherichia coli e a maioria das outras bacterias sao capazes 
de crescer usando qualquer um dentre varios carboidratos 
- por exemplo, glicose, sacarose, galactose, arabinose e lac¬ 
tose - como fonte de energia. Se glicose esta presente no 
ambiente, ela sera preferencialmente metabolizada pelas E. 
coli. Entretanto, na ausencia de glicose, E. coli podem crescer 
muito bem com outros carboidratos. As celulas que crescem 
em meio contendo o agucar lactose, por exemplo, como unica 
fonte de carbono sintetizam duas enzimas, (3-galactosidase e 
P-galactosideo-permease, que sao necessarias para o metabo- 
lismo de lactose. A p-galactosfdeo-permease bombeia lactose 
para dentro da bacteria, onde a p-galactosidase a quebra em 
glicose e galactose. Nenhuma destas enzimas teria qualquer 
utilizagao em E. coli se nao houvesse lactose disponivel para 
elas. A sintese destas duas enzimas requer consideravel ener¬ 
gia (sob a forma de ATP e GTP; veja Caps. 11 e 12). Assim, 
E. coli desenvolveram um mecanismo regulador pelo qual a 
sintese destas enzimas de catabolismo de lactose e ativada na 
presenga de lactose e desligada em sua ausencia. 

Em ambientes naturais (vias intestinais e esgotos), E. coli 
provavelmente encontram ausencia de glicose e presenga de 
lactose relativamente rara. Assim, os genes de E. coli que 
codificam as enzimas envolvidas na utilizagao de lactose sao 
provavelmente desligados na maior parte do tempo. Se ce¬ 
lulas que crescem em um carboidrato que nao seja lactose 
sao transferidas para um meio contendo lactose como unica 
fonte de carbono, elas rapidamente comegam a produzir as 
enzimas necessarias para utilizagao de lactose (Fig. 20.2a). 
Este processo de ligar a expressao dos genes em resposta a 
uma substancia no ambiente e chamado de indugao. Genes 
cuja expressao e regulada deste modo sao chamados de ge¬ 
nes indutiveis; seus produtos, se enzimas, sao chamados de 
enzimas indutiveis. 

As enzimas que estao envolvidas em vias catabolicas 
(degradativas), como na lactose, galactose ou uso de arabi¬ 
nose, sao caracteristicamente indutiveis. Como discutiremos 
adiante, a indugao ocorre no nivel da transcrigao. A indugao 
altera a taxa de sintese de enzimas, e nao a atividade das mo¬ 
leculas enzimaticas existentes. Indugao nao deve ser confun- 
dida com ativagao enzimatica, que ocorre quando a ligagao 
de uma pequena molecula a uma enzima aumenta a atividade 
da enzima mas nao afeta sua taxa de sintese. 

Bacterias podem produzir a maioria das moleculas orga- 
nicas necessarias para crescimento, tais como aminoacidos, 
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(a) Inducao da sintese de enzima. 


Triptofano 

adicionado 


Minutos 


Atividade 
das vias 
biossinteticas 
de triptofano 



(b) Repressao da sintese de enzimas. 

Fig. 20.2 ■ (a) Inducao de sintese de enzimas necessarias para 
utilizaqao de lactose como fonte de energia e ( b ) repressao da 
sintese de enzimas necessarias para a biossmtese de triptofano, 
ambas em £ coli. Note que ocorrem niveis baixos de sintese de 
enzimas se os metabolitos estao presentes ou ausentes. 


purinas, pirimidinas e vitaminas. Por exemplo, o genoma de 
E. colt contem cinco genes que codificam enzimas catalisado- 
ras de etapas na biossmtese de triptofano. Estes cinco genes 
devem ser expresses em E. coli que crescem em urn ambiente 
desprovido de triptofano com o objetivo de fornecer quan- 
tidades adequadas deste aminoacido para a continuidade da 
smtese de proteinas. 

Quando E. coli estao presentes em urn ambiente contendo 
triptofano suficiente para apoiar um crescimento otimo, a 
smtese continua das enzimas biossinteticas de triptofano se- 
na um desperdfeio de energia. Assim, desenvolveu-se um 
mecamsmo regulador em E. coli que desliga a smtese das en¬ 
zimas biossinteticas de triptofano quando ha disponibilidade 
de triptofano externo (Fig. 20.2 b). Um gene cuja expressao 
Toi desligada deste modo e dito “reprimido”; o processo e 
chamado de repressao. Quando a expressao deste gene e 
hgada, ele e dito “desreprimido”; tal resposta e chamada 
desrepressao. 

As enzimas que sao componentes de vias anabolicas 
(biossinteticas) em geral sao repressfveis. A repressao, como 
a indugao, ocorre no nivel da transcrigao. Repressao nao 
deve ser confiindida com inibigao por feedback, que ocorre 


quando o produto de uma via biossintetica se liga a atividade 
da primeira enzima da via e a inibe mas nao afeta a smtese 
da enzima. 

■■ P0NT0S IMPORTANTES 

■ Em procariontes, os genes que especificam fungoes de manu- 
tengao tais como rRNA, tRNA e proteinas ribossomicas sao 
expressos constitutivamente. Outros genes geralmente sao ex¬ 
presses apenas quando seus produtos sao necessarios. 

■ Genes que codificam enzimas envolvidas em vias catabolicas 
em geral sao expressos apenas na presenga de substratos das 
enzimas; sua expressao e indutivel. 

■ Genes que codificam enzimas envolvidas em vias anabolicas 
geralmente sao desligados na present do produto final da via; 
sua expressao e repressfvel. 

■ Embora a expressao genica possa ser regulada em muitos nf- 
veis, regula<;ao transcricional e a mais comum. 


CONTROLE P0SITIV0 E NEGATIVO DA 
EXPRESSAO GENICA 

Em alguns casos, o produto de um gene regulador e 
necessario para iniciar a expressao de um ou mais genes. 
Em outros casos, o produto de um gene regulador e 
necessario para desligar a expressao de um ou mais 
genes. 

A regula ? ao da expressao genica - indu ? ao, ou ativa 9 ao 
de genes, e repressao, ou desligamento de genes - pode ser 
feita por mecanismos de controle tanto positivos quanto ne¬ 
gatives. Ambos os mecanismos envolvem a participagao de 
genes reguladores - genes que codificam produtos regu- 
ladores da expressao de outros genes. Nos mecanismos de 
controle positivo, o produto do gene regulador e necessario 
para ligar a expressao de um ou mais genes estruturais (genes 
que especificam as seqiiencias de aminoacidos de enzimas ou 
proteinas estruturais), enquanto nos mecanismos de con¬ 
trole negativo, o produto do gene regulador e necessario 
para desligar a expressao de genes estruturais. As regulagoes 
positiva e negativa sao ilustradas na Fig. 20.3. 

Lembre que um gene e expresso quando a RNA-polime- 
rase se liga a seu promotor e sintetiza um RNA transcrito 
que contem a regiao codificante do gene (Cap. 11). O pro¬ 
duto do gene regulador atua ligando-se a um sitio chamado 
sino de ligagao da proteina reguladora (RPBS) adjacente ao 
promotor do(s) gene(s) estrutural(ais). Quando o produto do 
gene regulador esta ligado ao RPBS, a transcrigao dos genes 
estruturais e ligada em um sistema de controle positivo (Fig. 
20.3, a direita) ou desligado em um sistema de controle nega¬ 
tivo (Fig. 20.3, a esquerda). Os produtos do gene regulador 
sao chamados de ativadores, pois ativam a expressao genica, 
nos sistemas de controle positivo, e repressores, porque 
repnmem a expressao genica, nos sistemas de controle ne- 
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gativo. Se uma protema reguladora pode ou nao ligar-se ao 
RPBS e uma condicao que depende da presenga ou ausencia 
de moleculas efetoras na celula. Os efetores geralmente 
sao pequenas moleculas tais como aminoacidos, agucares e 
metabolitos similares. As moleculas efetoras envolvidas na 
indugao da expressao genica sao chamadas indutoras; aque- 
las envolvidas na repressao da expressao genica sao chama¬ 
das de co-repressoras. 

As moleculas efetoras (indutores e co-repressores) ligam- 
se a produtos do gene regulador (ativadores e repressores) 
e causam mudangas nas estruturas tridimensionais destas 
protemas. Mudangas conformacionais na estrutura proteica 
resultantes da ligagao de pequenas moleculas sao chamadas 
transigdes alostericas. Mudangas conformacionais em pro¬ 
temas geralmente resultam em alteragoes em sua atividade. 
No caso de ativadores e repressores, as transigoes alostericas 
causadas pela ligagao de moleculas efetoras geralmente alte¬ 
ram sua capacidade de se ligar a sitios de ligagao de protemas 
reguladoras adjacentes aos promotores dos genes estruturais 
que elas controlam. 

Em um mecanismo de controle indutfvel negativo (Fig. 
20.3 a, a esquerda), o repressor livre liga-se ao RPBS e im¬ 
pede a transcrigao do(s) gene(s) estrutural(ais) na ausencia 
de um indutor. Quando o indutor esta presente, ele esta li- 
gado ao repressor, e o complexo repressor/indutor nao pode 
ligar-se ao RPBS. Sem repressor ligado ao RPBS , a RNA- 
polimerase liga-se ao promotor e transcreve o(s) gene(s) 
estrumral(ais). Em um mecanismo de controle indutfvel 
positivo (Fig. 20.3/7, a direita), o ativador nao pode ligar-se 
ao RPBS a menos que o indutor esteja presente, e a RNA- 
polimerase nao pode transcrever o(s) gene(s) estrutural(ais) 
a menos que o complexo ativador/indutor esteja ligado ao 
RPBS. Assim, a transcrigao de genes estruturais so e ligada 
na presenga de um indutor. 

Em um mecanismo regulador repressfvel negativo (Fig. 
203b, a esquerda), a transcrigao do(s) gene(s) estrutural(ais) 
ocorre na ausencia de um co-repressor, mas nao em sua pre¬ 
senga. Quando o complexo repressor/co-repressor esta li¬ 
gado ao RPBS, ele impede que a RNA-polimerase transcreva 
os genes estruturais. Na ausencia de co-repressor, o repressor 
livre pode ligar-se ao RPBS. Assim, a RNA-polimerase pode 
ligar-se ao promotor e transcrever os genes estruturais. Em 
um mecanismo de controle repressfvel positivo (Fig. 203b, a 
direita), o produto do gene regulador, o ativador, deve ligar- 
se ao RPBS de modo a que a RNA-polimerase se ligue ao 
promotor e transcreva o(s) gene(s) estrutural(ais). Quando 
o co-repressor esta presente, ele forma um complexo com 
a protema ativadora, e esse complexo ativador/co-repressor 
e incapaz de se ligar ao RPBS. Consequentemente, a RNA- 
polimerase nao pode ligar-se ao promotor e transcrever o(s) 
gene(s) estrutural(ais). 

Para compreender os detalhes destes quatro mecanismos 
de regulagao, enfoque as diferengas principal entre eles. (1) 
O produto do gene regulador, o ativador, participa em ligar 
a expressao genica em um mecanismo de controle positivo, 
enquanto o produto do gene regulador, o repressor, esta en- 


volvido em desligar a expressao genica em um mecanismo de 
controle negativo. (2) Nos dois mecanismos de controle po¬ 
sitivo e negativo, se a expressao genica e indutfvel ou repres¬ 
sfvel e uma condigao que depende de a protema reguladora 
livre ou o complexo protema reguladora/molecula efetora 
unir-se ou nao ao sftio de ligagao da protema reguladora 
(RPBS). 

mm P0NT0SIMPORTANTES 

9 A expressao genica e controlada por mecanismos reguladores 
positivos e negativos. 

■ Nos mecanismos de controle positivos, o produto de um gene 
regulador, um ativador, e necessario para ligar a expressao do(s) 
gene(s) estrutural(ais). 

M Nos mecanismos de controle negativos, o produto do gene 
regulador, um repressor, e necessario para desligar a expressao 
do(s) gene(s) estrutural(ais). 

■ Ativadores e repressores regulam a expressao genica ligando- 
se a sitios adjacentes aos promotores de genes estruturais. 

M O fato de as protemas reguladoras poderem ou nao ligar-se a 
seus sitios de ligagao depende da presenga ou da ausencia de 
pequenas moleculas efetoras que formam complexos com as 
protemas reguladoras. 

■ As moleculas efetoras sao chamadas de indutores nos sistemas 
indutiveis e co-repressores nos sistemas repressiveis. 


OPERONS: REGULACAO COORDENADA DA 
EXPRESSAO GENICA 

Em procariontes, genes com fungoes correlatas 
geralmente estao presentes em unidades geneticas 
reguladas coordenadamente chamadas operons. 

O modelo do operon, um mecanismo 
de controle negativo, foi desenvolvido 
em 1961 por Frangois Jacob e Jacques 
Monod para explicar a regulagao de 
genes necessarios para utilizagao de 
lactose em E. coli. Discutdremos alguns 
dos resultados experimental que levaram ao desenvolvimento 
deste modelo em Um Marco na Genetica: Jacob, xMonod e o 
Modelo do Operon. Jacob e Monod propuseram que a trans¬ 
crigao de um conjunto de genes estruturais contfguos e regu- 
lada por dois elementos controladores (Fig. 20.4/7). Um dos 
elementos, o gene repressor, codifica um repressor, que (em 
condigoes apropriadas) se liga ao segundo elemento, o opera- 
dor. O operador e sempre contfguo aos genes estruturais cuja 
expressao ele regula. Alguns operons, incluindo o operon da 
lactose discutido na segao seguinte, contem varios operadores. 
Entretanto, no momento, consideraremos apenas um so ope¬ 
rador para simplificar ao maximo o mecanismo. 

A transcrigao e iniciada em promotores situados antece- 
dentes (a 5’) as regioes codificantes dos genes estruturais. 
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Quando o repressor esta ligado ao operador, ele impede este- 
ricamente que a RNA-polimerase transcreva os genes estru- 
turais no operon. As regioes de operador sao contfguas com 
as regioes de promotor; as vezes, operadores e promotores 
ate estao superpostos, compartilhando uma seqiiencia curta 
de DNA. As regioes do operador em geral estao situadas en- 
tre os promotores e os genes estruturais que eles regulam. A 
unidade conrigua completa, que inclui os genes estruturais, 
o operador e o promotor e chamada operon (Fig. 20.4#). 

Se o repressor ira ligar-se ao operador e desligar a trans¬ 
crigao dos genes estruturais em um operon e uma condigao 
determinada pela presenga ou ausencia de moleculas efeto- 
ras, como discutido na segao anterior. Operons induriveis e 
operons repressiveis podem ser distinguidos uns dos outros 
determinando-se se o repressor puro ou o complexo repres- 
sor/molecula efetora esta ativo em se ligar ao operador. 

1. No caso de um operon indutfvel, o repressor livre liga- 
se ao operador, desligando a transcrigao (Fig. 20.4/;). 

2. No caso de um operon repressivel, a situagao e rever- 
tida. O repressor livre nao pode ligar-se ao operador. 
Apenas o complexo repressor/molecula efetora (co-re¬ 
pressor) e ativo em se ligar ao operador (Fig. 20.4r). 

A excegao desta diferenga no comportamento de ligagao ao 
operador do repressor livre e do complexo repressor/mo¬ 
lecula efetora, operons indutfveis e repressiveis sao iden- 
ticos. 

Um unico mRNA transcrito leva a informagao codifi- 
cante de todo um operon. Assim, os mRNA de operons que 
consistent em mais de um gene estrutural sao multigenicos. 
Por exemplo, o mRNA do operon de triptofano de E. coli 
contem as seqiiencias codificantes de cinco genes diferen- 
tes. Como eles sao co-transcritos, todos os genes estruturais 
em um operon sao coordenadamente expressos. Embora as 
quantidades molares dos diferentes produtos genicos nao 
precisem ser iguais (por causa de eficiencias diferentes de 
infcio da tradugao), as quantidades relativas de polipeprideos 
diferentes especificados por genes em um operon geral- 
mente permanecem as mesmas, independente do estado de 
indugao ou repressao. Em alguns casos, o uso diferencial dos 
sinais de termino de transcrigao pode alterar as quantidades 
dos produtos genicos sintetizados. 

■i P0NT0S IMPORTANTES 

■ Em bacterias, genes com fungoes correlatas frequentemente 
ocorrem em unidades reguladas coordenadamente chamadas 
operons. 

■ Cada operon contem um conjunto de genes estruturais conti- 
guos, um promotor (o sitio de ligagao para a RNA-polimerase) 
e um operador (o sitio de ligagao para uma protema reguladora 
chamada repressor). 

■ Quando um repressor esta ligado ao operador, a RNA-poli¬ 
merase nao pode transcrever os genes estruturais no operon. 
Quando o operador esta livre de repressor, a RNA-polimerase 
pode transcrever o operon. 


0 OPERON DE LACTOSE EM f. COLI: 

INDUGAO E REPRESSAO CATABOLICA 

Os genes estruturais no operon lac sao transcritos 
apenas quando lactose esta presente e glicose esta 
ausente. 

Jacob e Monod propuseram o modelo do operon com 
base em seus estudos do operon de lactose (lac) em E. coli 
(veja Um Marco na Genetica: Jacob, Monod e o Modelo do 
Operon). O operon lac contem um promotor (P), um opera¬ 
dor (0) e tres genes estruturais, lacZ , lacY e lacA, que codi- 
ficam as enzimas (3-galactosidase, (3-galactosideo-permease 
e (3-galactosfdeo-transacetilase, respectivamente (Fig. 20.5). 

A p-galactosideo-permease “bombeia” lactose para a celula, 
onde a (3-galactosidase a quebra em glicose e galactose (Fig. 
20.6). O papel biologico da transacetilase e desconhecido. 

No modelo de Jacob e Monod, o operon lac continha 
um unico operador (agora chamado Oi). Entretanto, dois 
operadores adicionais (O 2 e OJ foram subseqiientemente 
descobertos. Inicialmente, acreditava-se que O 2 e Os tinham 
papeis secundarios. Entao, Benno Muller-Hill e colabora- 
dores demonstraram que a delegao de ambos os operadores 
“secundarios” exercia um grande efeito no mvel de trans¬ 
crigao do operon. Estudos mais recentes mostraram que re¬ 
pressao eficiente do operon lac requer o operador principal 
(Oi) e pelo menos um dos operadores secundarios (O 2 ou 
Os ). Entretanto, primeiro desenvolveremos o modelo de Ja¬ 
cob e Monod do operon lac com um so operador. Depois, 
ampliaremos o modelo e examinaremos as fungoes de todos 
os tres operadores em Enfoque Tecnico: Interagoes Protei- 
na-DNA que Controlam a Transcrigao do Operon lac. 

Indugao 

O operon lac e um operon indurivel controlado negativa- 
mente; os genes /#rZ, lacY e lacA so sao expressos na presenga 
de lactose. O gene regulador lac, designado como gene /, 
codifica um repressor que tern 360 aminoacidos de tamanho. 
Entretanto, a forma ativa do repressor lac e um tetramero 
contendo quatro copias do produto do gene I. Na ausencia 
do indutor, o repressor liga-se ao operador lac , que por sua 
vez impede que a RNA-polimerase catalise a transcrigao dos 
tres genes estruturais (veja a Fig. 20.4/?). Algumas moleculas 
dos produtos genicos lacZ , lacY e lacA sao sintetizadas no 
estado nao induzido, fornecendo baixo mvel de atividade 
enzimatica. Essa atividade basica e essencial para indugao 
do operon lac porque o indutor do operon, a alolactose, e 
derivado de lactose em uma reagao catalisada pela (3-galacto¬ 
sidase (Fig. 20.6). Uma vez formada, a alolactose e ligada ao 
repressor, causando a saida do repressor do operador. Deste 
modo, a alolactose induz a transcrigao dos genes estruturais 
lacZ , lacY e lacA (veja a Fig. 20.4/?). 

O gene lacl , o operador lac e o promotor lac foram todos 
identificados inicialmente mediante procedimentos geneti- 
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Fig. 20.4 ■ Regulagao da expressao gemca pelo mecanismo do operon. (a) Componentes de um operon: um ou mais genes estruturais (sao 
mostrados tres, SGI, SG2 e SG3) e as sequences adjuntas operador (O) e promotor (P). A transcribe do gene regulador (R) e iniciada pela 
RNA-polimerase, que se liga a seu promotor (PR). Quando o repressor esta ligado ao operador, ele impede estericamente que a RNA-polimerase 
inicie a transcriqao dos genes estruturais. A diferenqa entre um operon indutivel (b) e um operon repressive! (c) e que o repressor livre se liga ao 
operador de urn operon indutivel enquanto o complexo repressor/molecula efetora se liga ao operador de um operon repressive). Assim um operon 
in u ivel e desligado na ausencia da molecula efetora (indutor), e um operon repressive! e ligado na ausencia da molecula efetora (co-repressor). 
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Cromossomo de E. coli: 
proC _ purE 


lac 


proA 


argD 


Gene 
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gene Z 
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780 825 

I l 
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permease transacetilase 


Fig. 20.5 ■ O operon lac de E. coli. O operon lac conslste em 
tres genes estruturais, Z,Y e A, mais as regioes de promotor (P) e 
operador (O) proximas ao gene Z. O gene regulador (/) e contiguo 
com o operon no caso de lac. O gene regulador tern seu proprio 
promotor (PI). Os numeros abaixo dos varios elementos geneticos 
indicam seus tamanhos em pares de nucleotideos. 


H OH 



de lactose 


H OH H OH 

Glicose Galactose 

Fig. 20.6 ■ Duas reaches fisiologicamente importantes catalisadas 
pela P-galactosidase: (1) conversao de lactose em alolactose 
indutora do operon lac e (2) clivagem de lactose para produzir os 
monossacarideos glicose e galactose. 


cos pelo isolamento de linhagens mutantes que exibiam ex- 
pressao alterada dos genes do operon lac. Mutagoes no gene 
I e no operador geralmente resultant na sfntese constitutiva 
dos produtos do gene lac. Tais mutagoes sao chamadas de I~ e 
O c , respectivamente. As mutagoes constitutivas 1~ e O c po- 
dem ser distinguidas nao so pela posigao de mapa, mas tam¬ 
bem por seu comportamento em diploides parciais nos quais 
elas estao situadas em configuragoes cis e trans em relagao 
a mutagoes nos genes estruturais lac (Quadro 20.1). Lem- 
bre que diploides parciais podem ser construidos usando-se 
fatores de fertilidade (F) que levarn genes cromossomicos, 
os fatores F’ (Cap. 8). Os fatores F’ que levarn o operon lac 
foram usados para estudar as interagoes entre os varios com- 
ponentes do operon. 

Como as celulas tipo selvagem monoploides (I + P + 0 + Z + 
Y + A + ), os diploides parciais (tambem chamados “merozigo- 
tos”) com genotipo F’ rP + 0 + Z + A+/rP+0 + Z~rA- ou com 
o genotipo F’ I + P + 0 + Z~rA~/rP + 0 + Z + Y + A + sao induti'veis 


para a utilizagao de lactose como fonte de carbono. Os 
alelos tipo selvagem (Z + , Y + e A + ) dos tres genes estru¬ 
turais sao dominantes em relagao a seus alelos mutantes 
(Z~, Y~ e A~). Esta dominancia e esperada porque os alelos 
tipo selvagem produzem enzimas funcionais, enquanto os 
alelos mutantes nao produzem enzimas ou as enzimas sao 
defeituosas (inativas). Diploides parciais com o genotipo 
I + P + 0 + Z + Y + A + /I~P + 0 + Z + Y + A + (/VC) tambem sao indutiveis 
para a sfntese das tres enzimas especificadas pelo operon 
lac. Assim, 1 + e dominante em relagao a 1~ como esperado, 
porque I + codifica uma molecula repressora funcional, e 
seu alelo I~ especifica um repressor inativo. A dominancia 
de I + sobre 1~ tambem indica que o repressor e difundivel, 
porque o repressor produzido pelo alelo lacJ + em um cro¬ 
mossomo pode desligar os genes estruturais lac em arnbos 
os operons na celula (Fig. 20.1a). 


QUADRO 20.1 


Efeitos Fenotipicos de Mutagoes no Gene Repressor ( I) e na Regiao do Operador (O) do Operon lac 


Atividade de 
p-Galactosidase a 


Genotipo 


Com 

Lactose 


Sem 

Lactose 


Atividade de 

p-Galactosideo-permease 3 

Com Sem 

Lactose Lactose 


Dedugao 


I + P + 0 + Z + Y* lOOunidades 1 unidade 

I + P + 0 + Z + Y+/ F' I + P + 0 + ZTY~ 100 unidades 1 unidade 

I + P + 0 Z + F f / F' I + P + 0~ Z + F i " 200 unidades 2 unidades 
/ P 0 + Z Y^ 100 unidades 100 unidades 

I+p^O Z + Y + / F' I P + 0 + Z + Y ^ 200 unidades 2 unidades 
I + P + O c Z + Y* lOOunidades lOOunidades 

tP + O c Z + Y~/ F' tP + 0 + ZTY ]r lOOunidades lOOunidades 


100 unidades 1 unidade 

lOOunidades 1 unidade 

200 unidades 2 unidades 
100 unidades 100 unidades 
200 unidades 2 unidades 
lOOunidades lOOunidades 
100 unidades 1 unidade 


Tipo selvagem e indutfvel 
Z + e dominante em relacao aZ~ 

1^ e dominante em relagao a Y~ 
Atividade depende de dosagem genica 
Mutantes lad sao constitutivos 
I + e dominante em relagao a / 
Mutantes lacO 1 sao constitutivos 
O 1 e 0 + sao reguladores de agao cis 


a Os nfveis de ati\ddade em bacterias tipo selvagem foram estabelecidos em 100 unidades tanto para p-galactosidase (o produto do gene Z) quanto para 
P-galactosideo-permease (o produto do gene Y). O gene A e seu produto P-galactosideo-transacetilase nao sao mostrados por motivo de abreviagao. 
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Como as celulas tipo selvagem, diploides parciais com 
genotipo F rFO + Z + Y + A + /rP + 0 + Z~rA- ou genotipo F’ 
I P + 0 + Z FA /I P*0*Z + Y + A* sao indutfveis para (3-gaIac- 
tosidase, (3-galactosideo-permease e (3-galactosfdeo-transa- 
cetilase. A indutividade destes genotipos demonstra que o 
repressor lac (produto do gene I*) controla a expressao de 
genes estruturais situados em cis (Fig. 20.7 b) ou tram (Fig. 
20.7c) em relagao ao alelo lacF. 

As mutagoes constitutivas no operador (O c ) atuam apenas 
em as; isto e, mutagoes 0‘ afetam a expressao apenas dos ge¬ 
nes estruturais situados no mesmo cromossomo. A natureza 
da agao cis de mutagoes 0 e logica considerando-se a fungao 
do operador. Mutagoes 0 nao devem agir em trans se o ope¬ 
rador for o sitio de ligagao do repressor. Como tal, o ope¬ 
rador nao codifica nenhum produto, difundivel ou nao. Um 
gene regulador deve agir em trans apenas se ele especificar 
um produto difundivel. Portanto, um diploide parcial com o 
genotipo F FFO c Z~FA~/I + P + 0 + Z + Y*A + e indudvel para as 
tres enzimas especificadas pelos genes estruturais do operon 
lac (Quadro 20.2, Fig. 20.8/z), enquanto um diploide parcial 
com o genotipo F’ PP*O c Z*Y*A VFFETZTTA~ produz es- 
tas enzimas constitutivamente (Quadro 20.2, Fig. 20.8/;). 

Algumas das mutagoes do gene I, as chamadas F 1 , sao domi- 
nantes em relagao ao alelo tipo selvagem (7 + ). Essa dominancia 
resulta da incapacidade de heteromultfmeros (protefnas com- 
postas de duas ou mais formas diferentes de um polipeptideo; 
lembre que o repressor lac funciona como um tetramero) que 
content tanto polipeptfdeos tipo selvagem quanto mutantes de 
se ligar ao operador. Outras mutagoes do gene I, as chamadas 
/ (s de super-reprimido), fazem com que o operon lac nao seja 
indutfvel. Nas linhagens que levam estas mutagoes /, os genes 
estruturais lac geralmente podern ser induzidos em certo grau 
com altas concentragoes do indutor, mas nao sao induzidos em 
concentragdes normais do indutor. Quando estudados in vim, 
os polipeptfdeos mutantes / formam tetrameros que se ligam 
ao DNA operador lac. Entretanto, ou eles nao se ligam ao in¬ 
dutor ou exibern baixa afinidade pelo indutor. Assim, as muta¬ 
goes F alteram o sftio de ligagao do indutor do repressor lac. 

As mutagoes do promotor nao mudam a indutividade do 
operon lac. Em vcz disso, elas modificain os nfveis de expres¬ 
sao genica nos estados induzido e nao induzido alterando a 
freqiiencia de iniciagao da transcrigao do operon lac, isto e, a 
eficiencia de ligagao da RNA-polimerase. 

O promotor lac na verdade content dois componentes se- 
parados: (1) o sitio de ligagao da RNA-polimerase e (2) um 
sitio de ligagao para outra proteina chamada proteina ativa- 
dora do catabolismo (abreviada por CAP) que impede que 
o operon lac seja induzido na presenga de glicose. Este se- 
gundo circuito de controle, que consideraremos em seguida, 
garante a utilizagao preferencial de glicose como fonte de 
energia quando ela esta disponivel. 

Repressao Catabolica 

Ha ntuito sabemos que a presenga de glicose impede a in- 
dugao do operon lac, bem como outros operons que con- 
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Sfntese indutfvel dos produtos genicos do operon lac 
porque o repressor tipo selvagem ( lacl + ) liga-se aos 
operadores lac em ambos os cromossomos 

(a) Dominancia de lacl + em relacao a lacl “ 
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(b) Dominancia cis de lacl + : l + situado em cis a Z + , Y + e A + . 


Diploide parcial de E. coli 



Sfntese indutfvel de produtos genicos do operon lac 
(c) Dominancia trans de lacl + : I + situado em trans a Z + , Y + e A + . 

Fig. 20.7 ■ O gene lacl + e dominante em relaqao aos alelos lad~ 

(a) e controla os operadores lac situados em cis [b) ou trans (c) em 
relacao a si mesmo. Estes efeitos demonstram que o produto do 
gene lac e difundivel. Embora a forma funcional do repressor lac seja 
um tetramero, as duas moleculas na parte posterior do tetramero 
nao sao mostradas por motivo de simplifica^ao. 
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QUADRO 20.2 


o G«. Jo Repressor Uc <>| A«r, .o. a « „„ froor, o Opor. do, „oA«, Apo„, s C „ 


Atividade de 
P~Galactosidase a 


Genotipo 


- z + Y + /F’ rp + 0 + rr 
r p + o + z + y + / F' i + p + o + zr r 
i + p + o + z + r h / F' i + p + o i zr 
tp + o + zrn F' i + p + <j'z + Y + 


Com 
Lactose 

100 unidades 
100 unidades 
100 unidades 
100 unidades 
100 unidades 


Sem 
Lactose 

1 unidade 
1 unidade 
1 unidade 
1 unidade 
100 unidades 


x\tividade de 
P-Galactosfdeo-permease 3 

Com Sem 

Lactose Lactose 


Os niveis de atividade em bacterias tipo selvagera foram estabelecidos em 
p-galactosideo-permease (o produto do gene Y). O gene A e sen produto 


100 unidades 
100 unidades 
100 unidades 
100 unidades 
100 unidades 


1 unidade Tipo selvagem e indutivel 
1 unidade 

1 unidade 1 + atua tanto em cis quanto em tram 
1 unidade 0 atua apenas em cis 
100 unidades 0 L atua apenas em cis 


100 unidades tanto para p-galactosidase (o produto do gene 2) quanto para 
P galactosideo-transaceulase nao sao mostrados por motivo de abreviagao. 
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(b) Sintese con stitutiva dos produtos genicos do operon lac em uma 
bacteria F I + P + (f Z + Y+ A + /1 + p+ 0 + Z~ Y~ A~. 


um diploide parcial de genotipo F’ ! + P + O c Z* Y + A + /l + P + 0 + 7~ Y~ a~ f f , / / P O Z r A e (b) constitutive em 

regula apenas os genes estruturais situados no mesmo cromossomo.' $ ' demonstram ^ ue ° operador (O) e de acao cis, isto e, 
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ATP AMP ciclico 


Fig. 20.9 ■ A sfntese de AMP ciclico (cAMP) catalisada 
por adenilciclase a partir de ATP. 


trolam enzimas envolvidas no catabolismo de carboidratos. 
Este fenomeno, chamado repressao catabolica (ou efeito 
de glicose), assegura que a glicose seja metabolizada quando 
presente, preferencialmente a outras fontes de energia me- 
nos eficientes. 

A repressao catabolica do operon lac e varios outros ope- 
rons e mediada por uma protema reguladora chamada CAP 
(de protema ativadora do catabolismo) e uma pequena 
molecula efetora chamada AMP ciclico (adenosina-3’, 5’- 
monofosfato; abreviada por cAMP) (Fig. 20.9). Como a CAP 
se liga ao cAMP quando este mononucleotfdeo esta presente 
em concentragoes suficientes, ela as vezes e chamada de pro¬ 
tema receptora de AMP ciclico. 

O promotor lac content dois sitios de ligagao separados, 
um para RNA-polimerase e um para o complexo CAP/cAMP 
(Fig. 20.10). O complexo CAP/cAMP deve estar presente 
em seu sitio de ligagao no promotor lac para que o operon 
seja normalmente induzido. O complexo CAP/cAMP entao 
exerce um controle positivo sobre a transcrigao do operon 
lac. Ele tern um efeito exatamente oposto ao da ligagao do 
repressor a um operador. Embora o mecanismo exato pelo 
qual CAP/cAMP estimula a ligagao da RNA-polimerase ao 


promotor ainda seja incerto, seu controle positivo da trans¬ 
crigao do operon lac esta firmemente estabelecido pelos re- 
sultados de experimentos tanto in vivo quanto in vim. CAP 
funciona como um dimero. Assim, como o repressor lac , ela 
e multimerica em seu estado funcional. 

Apenas o complexo CAP/cAMP se liga ao promotor lac, 
na ausencia de cAMP, CAP nao se liga. Assim, cAMP atua 
como a molecula efetora, determinando o efeito de CAP na 
transcrigao do operon lac. A concentragao intracelular de 
cAMP e sensivel a presenga ou a ausencia de glicose. Altas 
concentragoes de glicose causam acentuadas diminuigoes na 
concentragao intracelular de cAMP. A glicose impede a ati- 
vagao da adenilciclase, a enzima que catalisa a formagao de 
cAMP a partir de ATP. Assim, a presenga de glicose resulta 
em diminuigao na concentragao intracelular de cAMP. Na 
presenga de baixa concentragao de cAMP, CAP nao pode 
ligar-se ao promotor do operon lac. Por sua vez, a RNA po- 
limerase nao pode ligar-se eficientemente ao promotor lac 
na ausencia de CAP/cAMP ligado. Logo, na presenga de 
glicose, a transcrigao do operon lac nunca excede 2% da taxa 
induzida observada na ausencia de glicose. Por mecanismos 
similares, CAP e cAMP impedem que sejam induzidos os 
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CCTTTCGCCCGTCACTCGCGTTGCGTTAATTACACTCAATCGAGTGAGTMTCCGTGGGGTCCGAAATGTGAAATACGAAGGCCGAGCATACAACACACCTTAACACTCGCCTATTGTTAAAGTGTGTCCTTTGTCGATACTGGTAC 
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Fig. 20.10 ■ Organizagao da regiao promotor-operador do operon lac. O promotor consiste em dois componentes: (1) o sitio que liga o 
complexo CAP/cAMP e (2) o sitio de ligagao da RNA-polimerase. Os segmentos adjacentes aos genes estruturais de lad (repressor) e lacZ 
((3-galactosidase) tambem sao mostrados. A linha horizontal no mRNA mostra a posigao na qual comega a transcrigao do operon (a ponta 
5’ do mRNA lac). Os numeros na parte de baixo dao as distances em pares de nucleotideos do sitio de inicio do transcrito (posigao +1). O 
ponto (•) entre os dois filamentos de nucleotideos indica o centro de simetria de um palindromo imperfeito. 
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operons de arabinose (ara) e galactose ( gal) de E. coli na pre¬ 
senga de glicose. 

A seqiiencia completa de pares de nucleotfdeos da regiao 
reguladora do operon lac e mostrada na Fig. 20.10. Estudos 
comparativos de seqiiencias de nucleotfdeos de promotores 
e operadores mutantes e tipo selvagem, alem de estudos in 
vitro de ligagao de CAP/cAMP, RNA-polimerase e repres¬ 
sor, bem como dados de cristalografia de raios X, fornece- 
ram informagdes detalhadas sobre a natureza destas impor- 
tantes interagoes protefnas-acidos nucleicos especfficas 
de seqiiencias. Algumas dessas interagoes sao examinadas 
mais atentarnente no Enfoque Tecnico: Interagoes Protef- 
na-DNA que Controlam a Transcrigao do Operon lac. 

M PONTOSIMPORTANTES 

^ O operon lac de E. coli e um sistema indutfvel negativo e cata- 
bolico repressivel; os tres genes estruturais no operon lac sao 
transcritos em niveis altos somente na presenga de lactose e na 
ausencia de glicose. 

Na ausencia de lactose, o repressor lac liga-se ao operador lac 
e impede que a RNA-polimerase inicie a transcrigao do ope¬ 
ron. 

® A repressao catabolica impede que sejam induzidos operons, 
tais como lac , que codificam enzimas envolvidas no catabo- 
lismo de carboidratos, na presenga de glicose, a fonte de ener- 
gia preferida. 


0 OPERON DE TRIPTOFANO EM f. COLI: 
REPRESSAO E ATENUACAO 

Os genes estruturais no operon de triptofano so sao 
transcritos quando triptofano esta ausente ou presente 
em baixas concentragoes. A expressao dos genes no 
operon de trp e regulada por repressao do imcio da 
transcrigao e por atenuagao (termino prematuro) da 
transcrigao quando triptofano e prevalente no meio. 

O operon trp de E. coli controla a sfntese das enzimas que 
catalisam a biossfntese do aminoacido triptofano. As fungoes 
dos cinco genes estruturais e as seqiiencias reguladoras adja- 
centes do operon trp foram analisadas em detalhe por Charles 
Aanofsky e colaboradores. Os cinco genes estruturais codifi¬ 
cam enzimas que convertem acido corfsmico em triptofano. A 
expressao do operon trp e regulada em dois niveis: repressao, 
que controla o infcio da transcrigao, e atenuagao, que governa 
a freqiiencia do termino prematuro do transcrito. Discutire- 
mos estes mecanismos reguladores nas duas segoes seguintes. 

Repressao 

O operon trp de E. coli € um operon repressivel negativo. A 
organizagao do operon trp e a via de biossfntese de tripto¬ 
fano sao mostradas na Fig. 20.11. O gene trp, que codifica o 
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Fig. 20.11 ■ Organizagao do 
operon trp (triptofano) em 
E. coli. O operon trp contem 
cinco genes estruturais que 
codificam enzimas envolvidas 
na biossintese de triptofano, 
como mostrado na parte inferior, 
e a regiao reguladora trpL. O 
tamanho de cada gene ou regiao 
e dado em pares de nucleotfdeos; 
as distances intergenicas 
sao mostradas abaixo da 
seqiiencia do gene. Chave: 

PRA, fosforribosil-antranilato; 
CDRP, carboxifenilamino- 
desoxirribulose fosfato; InGP, 
indol-glicerolfosfato. 
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do Operon k 


DNA 

dobrado 




0 , 


0 , 


(b) Estrutura do complexo CAP/cAMP/DNA. 
0 2 


p lacZ 

(c) Localizacoes dos tres operadores no operon lac. 




(d) Ligacao do repressor lac a dois 
operadores sinteticos de DNA. 


(e) Estrutura do complexo repressor /ac/operadores 
0 r 0 2 de DNA/CAP/cAMP. 


Fig. 1 fi Estruturas de alguns dos complexos proteina-DNA que regulam a transcriqao do operon 
lac. ( a ) Quando CAP/cAMP, um regulador positivo, se liga ao promotor lac, ele produz uma inclina^ 
de mais de 909 no DNA. (b) Estrutura do complexo formado pelo CAP/cAMP e uma molecula de 
DNA sintetica de 30 pb contendo o sftio de ligaqao CAP/cAMP com base em estudos de raios X. (c) 
Diagrama mostrando as localizaqoes dos tres operadores no operon lac. ( d ) Ligaqao do repressor 
lac tetramerico a dois DNA com 21 pb contendo sequences de reconhecimento do repressor. ( e ) 
Estrutura da alqa de 93 pb formada quando o repressor tetramerico esta ligado a operadores lac O 7 t 
O y CAP/cAMP (azul) e mostrado dentro da al^a associada a seu sftio de ligaqao no promotor lac. 


A transcriqao dos genes estruturais 
no operon lac e regulada por in- 
teraqoes especificas de sequencias 
entre protefnas e seus sftios de 
ligaqao ao DNA. Uma dessas inte- 
raqoes e a ligaqao da RNA-polime- 
rase a seu sftio de ligaqao no pro¬ 
motor (discutida no Cap. 11). Uma 
segunda e a ligaqao de CAP/cAMP 
a seu sftio de ligaqao no promotor 
lac (discutida na seqao anterior). 

Uma terceira e a ligaqao do repres¬ 
sor lac ao operador (na verdade, 
operadores). 

Vamos examinar primeiro a li- 
gaqao de CAP/cAMP a seu sftio 
de ligaqao no promotor lac. CAP/ 
cAMP controla a repressao cata- 
bolica; a ligaqao de CAP/cAMP ao 
promotor e necessaria para indu- 
qao eficiente do operon lac. Como 
a ligaqao de CAP/cAMP estimula a 
transcriqao dos genes estruturais 
lad A RNA-polimerase nao pode 
ligar-se eficientemente a seu sf¬ 
tio de ligaqao no promotor lac a 
menos que CAP/cAMP ja esteja 
ligado. Quando CAP/cAMP se liga 
ao DNA, ele dobra o DNA (Fig. la). 

Estudos de raios X mostram que o 
DNA e dobrado a medida que se 
associa a superffcie do complexo 
CAP/cAMP (Fig. lb). Lembre que 
os sftios de ligaqao de CAP/cAMP 
e RNA-polimerase sao adjacentes 
um ao outro no promotor lac (Fig. 

20.10). Supostamente, o dobra- 
mento do DNA por CAP/cAMP 
promove um sftio mais aberto para 
a RNA-polimerase e assim favorece 
a ligaqao e transcriqao dos genes 
estruturais. Entretanto, tambem 
ha evidences para contato entre a 
RNA-polimerase e CAP/cAMP, de modo que o quadro completo 
pode ser mais complexo do que apenas o dobramento do DNA. 

Em seguida, vamos examinar a ligaqao do repressor lac aos ope¬ 
radores, o que impede a RNA-polimerase de transcrever os genes 
estruturais no operon. Originalmente, o operon lac supostamente 


continha um unico operador. Posteriormente, foi demonstrado 
que ele contem tres operadores, o operador primario, 0 7 , e dois 
operadores secundarios, 0 2 e 0 3 . 0 1 e o operador original e esta 
localizado entre o promotor e o gene Z (veja Fig. 20.10). 0 2 esta 
situado posterior a Oj dentro do gene Ze0 3 esta situado ante- 
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f] £NF0QUE JECNICO: Intera^oes Proteina-DNA que Controlam a Transcricao 

do Operon lie 


cedendo o promotor (Fig. 1c). Repressao maxima requer todos os 
tres operadores. Entretanto, uma forte repressao ocorre enquanto 
O 7 e 0 2 ou O 3 estiverem presentes. Por que sao necessarios dois 
operadores para repressao eficiente? Para responder a esta per- 
gunta, precisamos observar a ligacao especifica de sequencia do 
repressor aos operadores. 

A forma ativa do repressor lac e um tetramero contendo qua- 
tro copias do produto do gene lad. Estudos de raios X das estrutu- 
ras formadas pelo repressor lac e sitios de ligacao sinteticos com 
21 pb mostraram que cada repressor tetramerico se liga a duas 
sequencias operadoras simultaneamente (Fig. Id). De fato, o tetra¬ 
mero consiste em dois dimeros, cada um com um sftio de ligagao 
de sequencia especifica. Um dos dimeros liga-se aOjeo outro 


(continual) 

liga-se a 0 2 ou O 3 . Com isso, o repressor dobra o DNA formando 
um grampo (0 7 e 0 2 ) ou uma alga (O 7 e O 3 ). A estrutura proposta 
do complexo repressor-Oj-C^ e mostrada na Fig. ]e. Note a pre¬ 
sent de CAP/cAMP dentro da alga de DNA formada quando o 
repressor lac esta ligado tanto a O 7 quanto a O 3 (Fig. te). 

Sabe-se que algas de DNA similares formam-se pela ligagao de 
ativadores e repressores proteicos de outros operons em E. coli e 
outras bacterias. As protefnas reguladoras tern a capacidade de 
se ligar ao DNA de modo especifico de sequencia, para alterar a 
estrutura do DNA e para estimular ou reprimir a transcrigao de 
genes estruturais na vizinhanga. Uma compreensao completa da 
regulagao da expressao genica ira requerer conhecimento deta- 
Ihado destas importantes interagoes. 


repressor trp> nao esta proximamente ligado ao operon tip. 
A regiao do operador (0) do operon tip localiza-se dentro da 
regiao do promotor primario ( Pj ). Ha tambem um promo¬ 
tor fraco {Pi) na ponta distal ao operador do gene trpD. O 
promotor P 2 aumenta o nivel basal de transcrigao dos genes 
trpC , trpB e trp A. Duas sequencias de termino de transcricao 
(t e t 7 ) estao situadas posteriores a trpA. A regiao trpL especi¬ 
fica uma sequencia lfder com 162 nucleotfdeos do mRNA. 

A regulagao da transcrigao do operon trp esta diagramada 
na Fig. 20.4c. Na ausencia de triptofano (o co-repressor), a 
RNA-polimerase liga-se a regiao do promotor e transcreve 
os genes estruturais do operon. Na presenga de triptofano, o 
complexo co-repressor/repressor liga-se a regiao do opera¬ 
dor e impede que a RNA-polimerase inicie a transcrigao dos 
genes no operon. 

A taxa de transcrigao do operon tip no estado desrepri- 
mido (ausencia de triptofano) e 70 vezes a taxa que ocorre 
no estado reprimido (presenga de triptofano). Em mutantes 
trpR , que nao tern um repressor funcional, a taxa de smtese 
das enzimas biossinteticas de triptofano ainda esta reduzida 
em cerca de 10 vezes pela adigao de triptofano ao meio. Essa 
redugao adicional na expressao do operon tip e causada por 
atenuagao, que e discutida a seguir. 

Atenuacao 

Delegoes que removem parte da regiao trpL (Fig. 20.11) re¬ 
sultant em taxas aumentadas de expressao do operon trp. En¬ 
tretanto, essas delegoes nao tern efeito na repressibilidade do 
operon trp. Isto e, repressao e desrepressao ocorrem como 
em linhagens tipL + . Tais resultados indicant que a smtese 
das enzimas de biossintese de triptofano e regulada em um 
segundo nivel por um mecanismo que e independente de 


repressao/desrepressao e requer sequencias de nucleotfdeos 
presentes na regiao trpL do operon trp. 

Este segundo nivel de regulagao do operon tip e chamado 
de atenuacao, e a sequencia dentro de trpL que controla este 
fenomeno e denominada atenuador (Fig. 20.12#). Ocorre 
atenuagao por controle do termino da transcrigao em um 
sftio perto da ponta da sequencia lfder do mRNA. Esse 
termino “prematuro” da transcrigao do operon trp ocorre 
apenas na presenga do tRNA Trp carregado com triptofano. 
Quando ocorre este termino prematuro ou atenuagao, e 
produzido um transcrito trp (140 nucleotfdeos). 

A regiao atenuadora tern uma sequencia de pares de nu¬ 
cleotfdeos essencialmente identica aos sinais de termino de 
transcricao encontrados nas pontas da maioria dos operons 
bacterianos. Esses sinais de termino contem um palfndromo 
rico em G:C seguido de varios pares de bases A:T. A trans¬ 
crigao destes sinais de termino produz um RNA nascente 
com o potencial de formar uma estrutura em grampo com 
pontes de hidrogenio seguida de varias uracilas. Quando 
um transcrito nascente forma esta estrutura em grampo, ela 
causa uma mudanga conformacional na RNA-polimerase 
associada, resultando em termino da transcrigao dentro da 
regiao seguinte, com fracas pontes de hidrogenio (A:U)7? de 
pareamentos de base DNA-RNA. 

A sequencia de nucleotfdeos do atenuador explica por- 
tanto sua capacidade de terminar prematuramente a trans¬ 
crigao do operon trp. Mas como isto pode ser regulado pela 
presenga ou pela ausencia de triptofano? 

Primeiro, lembre que transcrigao e tradugao sao acopladas 
em procariontes, isto e, os ribossomos comegam a traduzir 
mRNA enquanto eles ainda estao sendo formados. Assim, 
eventos que ocorrem durante a tradugao tambem podem 
afetar a transcrigao. 
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Fig. 20.12 ■ Sequences na regiao 
lider do mRNA de trp responsaveis 
por atenua<;ao. (a) A sequencia trpL 
destacando a sequencia codificante 
do peptideo lider, os dois codons em 
tandem de triptofano responsaveis 
pelo controle de atenua<;ao pelo 
triptofano e as quatro regioes 
(sombreadas) que formam as 
estruturas haste e alga ou grampo 
mostradas em ( b ). (b) Estruturas 
secundarias alternadas formadas 
pelo mRNA de trpL, seja (1) regiao 1 
ira parear com a regiao 2 e a regiao 
3 com a regiao 4, formando um 
grampo de termino de transcrigao, 
ou (2) a regiao 2 fara par de bases 
com a regiao 3, impedindo que a 
regiao 3 faga par com a regiao 4. A 
concentragao de triptofano na celula 
determina qual destas estruturas ira 
formar-se durante a transcrigao do 
operon trp. 


Segundo, note que a sequencia lider com 162 nucleotfdeos 
do mRNA do operon trp contem seqiiencias que podem fazer 
pares de bases para formar estruturas alternadas haste e alga 
ou grampo (Fig. 20.12 b). As quatro regioes lideres que po¬ 
dem fazer pares de bases para formar estas estuturas sao: (1) 
nucleotideos 60-68, (2) nucleotfdeos 75-83, (3) nucleotfdeos 
110-121 e (4) nucleotfdeos 126-134. Os tamanhos destas re¬ 
gioes envolvidas no pareamento de bases variam dependendo 
de qual regiao esta pareada. As seqiiencias de nucleotfdeos 
destas quatro regioes sao tais que a regiao 1 pode fazer par de 
bases com a regiao 2, a regiao 2 pode parear com a regiao 3 e 
a regiao 3 pode parear com a regiao 4. A regiao 2 pode parear 


ou com a regiao 1 ou com a 3, mas, obviamente, so pode pa¬ 
rear com uma destas regioes de cada vez. Assim, existem duas 
possfveis estruturas secundarias para a sequencia lider trp: (1) 
regiao 1 pareada com regiao 2 e regiao 3 pareada com regiao 
4 ou (2) regiao 2 pareada com regiao 3, deixando as regioes 1 
e 4 nao pareadas. O pareamento das regioes 3 e 4 produz o ja 
mencionado grampo de termino de transcrigao. Se a regiao 3 
faz pares de bases com a regiao 2, ela nao pode parear com a 
regiao 4, e o grampo de termino de transcrigao nao pode ser 
formado. Como voce provavelmente ja imaginou, a presenca 
ou a ausencia de triptofano determina quais destas altemati- 
vas estruturais ira formar-se. 
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(a) Estrutura da sequencia t do termino da transcricao do operon 
trp e formacao do grampo de termino de transcricao. 




(b) Com baixos niveis de triptofano, a traducao da sequencia lider _ 
para em urn dos codons de Trp. Essa parada permite que as regioes 
lideres 2 e 3 formem par, o que impede a regiao 3 de parear com 
a regiao 4 para formar o grampo de termino de transcricao. Assim, 
a transcricao continua por todo o operon trp. 


Na presenca de triptofano suficiente, a traducao continua alem dos 
codons de Trp ate o codon de termino e perturba o pareamento _ 
de bases entre as regioes lider 2 e 3. Este processo deixa a regiao 3 
livre para parear com a regiao 4 e formar o grampo de termino de 


Fig. 20.13 ■ Controle do operon trp por atenua«;ao. (a) O sinal de 
termino de transcribe em E. coti contem uma regiao de diade de 
simetria (setas) que resulta em sequences de mRNA que podem 
formar estruturas em grampo. (b) Em baixa concentraqao de 
triptofano, a transcribe continua atraves da sequencia atenuadora 
por todo o operon trp. (c) Na presenca de triptofano suficiente, a 
transcribe frequentemente termina na sequencia atenuadora. 


Terceiro, note que a sequencia lider contem urn codon 
AUG de inicio de traducao, seguido de 13 codons para ami- 
noacidos e seguido por sua vez de um codon de termino de 
traducao UGA (Fig. 20.12a). Alem disso, a sequencia lider 
trp contem um eficiente sitio de ligagao de ribossomo si- 
tuado na posi^ao apropriada para o inicio da traducao do 
codon AUG lider de iniciacao. Todas as evidencias disponi- 
veis indicam que um “peptideo lider” com 14 aminoacidos e 
sintetizado, conforme diagramado na Fig. 20.12a. 

O grampo de termino de transcricao do operon normal 
trp e mostrado na Fig. 20.13a, e o mecanismo proposto de 


atenuacao da transcricao do operon trp esta diagramado na 
Fig. 20.136 e c. O peptideo lider contem dois triptofanos 
contiguos. Os dois codons Trp estao posicionados de tal 
modo que, em baixas concentracoes de triptofano (e assim 
baixas concentracoes de Trp-tRNA Xrp ), o ribossomo iria pa- 
rar antes de encontrar a estrutura de bases pareadas formada 
pelas regioes lider 2 e 3 (Fig. 20.136). Como o pareamento 
das regioes 2 e 3 impede a formacao de grampos de termino 
de transcricao por pareamentos de bases das regioes _•> e 4, as 
transcricoes continuarao apos o atenuador no gene trpE na 
ausencia de triptofano. 
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UM MARCO NA (JENETICA: Jacob, Monod e o Modelo do Operon 


Aqui estou hoje, compartilhando com Andre Lwoff e 
Jacques Monod esta grande honra que nos foi conce- 
dida, sem duvida porque, quando comecei uma pes- 
quisa em 1950, tive a sorte de estar no lugar certo na 
epoca certa. No lugar certo, porque la, no Instituto 
Pasteur, estava surgindo uma nova disciplina em uma 
atmosfera de entusiasmo, criticas lucidas, nao con- 
formismo e amigavel. No momento certo, porque a 
biologia borbulhava de atividade, mudando seus mo- 
dos de pensar, descobrindo em microrganismos um 
material novo e simples e seguindo junto a fi'sica e a 
quimica. Um raro momento, no qual o ignorado podia 
ser uma virtude. 1 

Este pronunciamento introdutorio feito por Franqois 
Jacob ao receber o Premio Nobel da uma visao informa- 
tiva sobre uma era especial na historia da genetica mo¬ 
lecular. Por todos os relatos, o Instituto Pasteur desta 
epoca era um ambiente especial que favorecia uma 
livre troca de ideias, juntamente com uma avaliaqao 
critica de seus meritos e deficiencias. Foi nas instala- 




(3-galactosidase nascente 
(a) Conjugacao entre as Hfr lac z + i + e as F~zT 


qoes do Instituto Pasteur que Jacob e Monod desenvol- 
veram o modelo do operon para explicar os resultados 
de seus estudos sobre o operon lac de E. coli} 

Quando Jacob mencionou “a epoca certa”, ele se 
referia em parte a descoberta do RNA mensageiro que 
leva informaqao genetica dos genes para os ribossomos. 

Em 1961, Sydney Brenner, Jacob e Matthew Meselson 
demonstraram a sintese de proteinas do fago T4 em 
ribossomos que estavam presentes em E. coli antes da 
infecqao. 3 Seus resultados proporcionaram evidences 
para uma molecula de RNA de vida curta que medeia a 
sintese de proteinas. O modelo do operon nao teria tido 
sentido na ausencia desse RNA intermediario instavel. 

Quando Jacob e Monod comeqaram seu estudo 
sobre utilizaqao de lactose em £ coli, eles observa- 
ram que a p-galactosidase era sintetizada apenas na 
presenqa do substrato lactose ou galactosideos proxi- 
mamente relacionados. Seu colega Andre Lwoff os in- 
formou que provavelmente estavam observando uma 
‘adaptaqao enzimatica” e Ihes indicou publicaqdes so¬ 
bre o assunto. De fato, este fenomeno foi descoberto por Emile 
Duclaux em 1899 4 e amplamente estudado durante os 60 anos se- 

Wob, F. 1965. Genetics of the bacterial cell. Em Noble Lectures in Molecular 
Biology, 1933-1975, pp. 219-244, Elsevier, New York. 

2 Jacob, F., e J. Monod. 1961. Genetic regulatory mechanisms in the synthesis of 
proteins.;. Mol. Biol. 3:318-356. 



(b) Sintese de p-galactosidase nos diploides parciais transitorios. 

Fig-1 ■ Sintese de p-galactosidase nos diploides parciais transitorios 
produzidos em cruzamentos entre bacterias Hfr lacz + i + e F - zT. (a) Diagrama 
do cruzamento. ( b ) Sintese de P-galactosidase nos diploides parciais na presenqa 
e ausencia de indutor. 

guintes. Embora as mudanqas nos niveis enzimaticos fossem bem 
caracterizadas, o mecanismo subjacente era desconhecido. 

Jacob e Monod isolaram linhagens mutantes de £ coli com 
defeitos em dois genes estruturais importantes no locus lac. Essas 
mutaqoes foram designadas como z~ (perda de p-galactosidase) 
e /" (perda de p-galactosideo-permease). 5 Eles tambem isola- 


3 Brenner, S., F. Jacob e M. Meselson. 1961. An unstable intermediate carrying in¬ 
formation from genes to ribosomes for protein synthesis. Nature 190: 576-580. 
4 Duclaux, E. 1899. Traite de Microbiologie. Masson et Cie, Paris. 


Como o modelo original de Jacob e Monod e reproduzido na Fig. 2, usaremos 
aqui seus simbolos genicos em letra minuscula, em vez dos simbolos com letras 
maiusculas atualmente usados (veja texto). 
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Fig. 2 M Diagrams do modelo do operon como aparece na 
publicaqao de Jacob e Monod de 1961. No modelo II (nao mostrado), 
o repressor interage com o mRNA e impede sua traduqao. Em sua 
publicaqao, Jacob e Monod referem-se ao operador como um gene, 
o que nao fazemos hoje em dia. 


ram mutantes nos quais a smtese de (3-galactosidase e permease 
ocorre continuamente, independente de lactose estar presente. 
Eles chamaram este fenomeno de smtese constitutive! e referiram 
as linhagens que a exibiam como mutantes constitutivos. As li- 
nhagens tipo selvagem exibiam smtese indutivel (i + ) das enzimas 
lac. Assim. as linhagens mutantes constitutes foram designadas 
como / . Todcs os varios tipos de mutantes lac estao mapeados 
em uma pequena regiao do cromossomo de £ coli. As mutaqoes 
z e y resultaram na perda de [3-galactosidase e permease, res- 
pectivamente. e nao tinham efeito sobre a indutividade das enzi¬ 
mas. Os mutantes z tinham atividade normal de permease e os 
mutantes y tinham atividade normal de (3-galactosidase. Tanto 
mutaqoes z quanto y oareciam ser defeitos nos genes estrutu- 
rais que codificam estas enzimas. 

Os mutantes / exibem sintese constitutiva tanto de (3-galac¬ 
tosidase quanto de permease. As mutaqoes /“ alteram a expres¬ 
sao de ambos os genes estruturais. Uma das primeiras conquistas 
na compreensao destes mutantes constitutivos resultou de um 
trabalho colaborativo com Arthur Pardee, um membro de pos- 
doutorado naquela epoca. Ele construiu linhagens Hfr e F” que 
tinham varias combinaqoes de marcadores lac e entao fez experi¬ 
ments de cruzamento com estas linhagens. Um cruzamento era 
entre uma linhagem z + i + Hfr com uma linhagem z~ i~ F~. As Hfr nao 
podiam produzir (3-galactosidase na ausencia do indutor lactose 
porque algum tipo de repressor estava presente, e as F“ nao po¬ 
diam sintetizar esta enzima porque tinham um defeito no gene 
estrutural. Entretanto, durante a reproduqao, os genes z das Hfr 
foram expressos imediatamente nos diploides parciais transitorios 
formados por transference do gene z + para as F" (Fig. 1) 6 Como 
outros experiments mostraram que i + e dominante em relaqao a 


/ , este resultado demonstrou que o fenotipo f versus i~ depende 
do estado do citoplasma. 

Embora os diploides parciais transitorios forneqam resultados 
informativos, sua instabilidade impede uma melhor analise das 
varias mutaqoes lac. O problema da instabilidade foi logo elimi- 
nado pela descoberta dos fatores F que levam segments do cro¬ 
mossomo de E. coli (fatores F’; veja Cap. 8) 7 Jacob e Monod usa- 
ram fatores F’ que levam genes lac para produzir diploides parciais 
estaveis que continham mutaqoes lac em muitas combinaqoes di- 
ferentes. Um exemplo e discutido adiante. 

Alem de mutaqoes constitutivas /“ mencionadas anterior- 
mente, Jacob e Monod identificaram mutaqoes constitutivas 
que foram mapeadas mais proximas ao gene z que as mutaqoes 
/ . Ao contrario dos mutantes /“, estes mutantes constitutivos, 

chamados mutan¬ 
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tes o c , de operador 
constitutive, eram 
dominantes em re- 
lacao a seu alelo 
tipo selvagem (in¬ 
dutivel); isto e, os 
genes estruturais 
lac foram expressos constitutivamente em diploides parciais 
o c z y + / o + z + y + . Na verdade, os alelos o c sao c/s-dominantes. 
Eles so afetam a expressao de genes situados em cis, no mesmo 
cromossomo, a si proprios. Assim, um diploide parcial do tipo 
produz p-galactosidase (produto do gene z) constitutivamente 
e (3-galactosideo-permease (produto do gene y) indutivelmente. 
Este resultado indicou a Jacob e Monod que o gene regulador f 
atua tanto em cis quanto em trans e codifica um produto difun- 
divel. Muito embora o gene i + esteja no cromossomo de cima 
no diagrama, seu produto, um repressor, difunde-se pela celula, 
liga-se a o + no cromossomo de baixo e impede a transcriqao 
dos genes neste cromossomo quando o indutor lactose esta au- 
sente. Em contraste, o operador nao faz um produto difundivel. 
Ele e o sitio de ligaqao do repressor. Assim, o c e o + so afetam a 
transcriqao de genes estruturais situados em cis a si mesmos. 
No diploide parcial citado, o c controla a expressao de lac z + e 
o + controla a expressao de lac y + . Assim, o modelo do operon 
de Jacob e Monod distingue entre os elementos reguladores de 
aqao cis e trans. 

A clareza e precisao do modelo de operon de Jacob e Monod 
foi incnvel. Seu modelo original e reproduzido na Fig. 2. Naquela 
epoca, eles nao sabiam se a repressao ocorria em nivel da trans- 
criqao (Modelo I, mostrado na Fig. 2) ou em nivel da traduqao 
(Modelo II, nao mostrado). Eles tambem concluiram incorreta- 


6 Pardee, A. B., F. Jacob e J. Monod. 1959. The genetic control and cytoplasmic 
expression of “inducibility” in the synthesis of (3-galactosidase by E. coli.J. Mol. 
Biol. 1:165-178. 


7 Jacob, F., e E. A. Adelberg, 1959. Transfert de caracteres genetiques par in¬ 
corporation au facteur sexuel d ’Escherichia coli. Comptes Rendus des Seances 
de L’Academie des Sciences 249:189-191. Tradugao para o ingles publicada em 
Papers on Bacterial Genetics (E. A. Adelberg, ed.), 1960. Little, Brown, Boston. 
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mente que o repressor era RNA, e nao protema. Esta conclusao 
foi baseada em experimentos nos quais 5-metiltriptofano (5-mT) 
foi usado para inibir a sintese de protemas. Sintese do repressor 
ocorreu na presenga de 5-mT. Assim Jacob e Monod concluiram 
que o repressor nao podia ser uma proteina. Pesquisas subse- 
quentes mostraram que 5-mT bloqueia a sintese de protemas 
apenas parcialmente e que o repressor lac e sintetizado em sua 
presenga. 

Em 1965, apenas alguns anos apos terem proposto o modelo 
do operon, Jacob e Monod compartilharam o Premio Nobel de 
Fisiologia ou Medicina com Andre Lwoff. 8 Obviamente, o mundo 
cientifico logo reconheceu o significado do trabalho de Jacob e 
Monod. De fato, por muitos anos, o modelo do operon foi o pa- 
radigma para a regulagao da expressao genica. Apenas quando 
pesquisadores comegaram a enfocar os eucariontes e que outros 
mecanismos reguladores passaram a ser a fronteira. 

8 Lwoff recebeu parte do Premio Nobel por seu trabalho sobre a correla<;ao 
entre bacterias lisogenicas e bacteriofagos temperados (veja Cap. 8). 


QUESTOES PARA DISCUSSOES 

l Quando Jacob e Monod desenvolveram o modelo do operon 
no final dos anos 1950 e imcio dos anos 1960, o Instituto Pasteur 
onde eles trabalharam era um ambiente que estimulava a livre 
troca de informagoes e ideias. Como a livre troca de ideias e in¬ 
formagoes resultou no desenvolvimento do modelo do operon? 
Essa livre troca e importante para o progresso da ciencia? 

2. O modelo do operon teve um grande impacto sobre como os 
geneticistas pensam sobre a regulagao da expressao genica. 
Por varios anos, geneticistas pensaram que os operons de his- 
tidina de E. coli e Salmonella typhimurium eram regulados por 
repressao, como o operon lac. Entretanto, estudos nos anos 
1970 mostraram que esses operons sao regulados por atenu¬ 
agao, como o operon de triptofano discutido neste capitulo. 
Claramente, cientistas, como qualquer outro individuo, sao in- 
fluenciados por paradigmas familiares. Se voce inicia uma car- 
reira em ciencia, como voce compensa esta influencia? O que 
voce pode fazer para garantir que sua mente esteja aberta a 
todas as explicates possiveis de um determinado resultado? 


Na presenga de triptofano suficiente, o ribossomo pode 
traduzir alem dos codons Trp ate o codon de termino do 
peptfdeo lfder. No processo, ele ira perturbar o pareamento 
de bases entre as regibes lideres 2 e 3. Essa perturbagao 
deixa a regiao 3 livre para parear com a regiao 4, formando 
o grampo de termino de transcrigao (Fig. 20.13c). Assim, na 
presenga de triptofano suficiente, a transcrigao freqiiente- 
mente (cerca de 90% das vezes) termina no atenuador, redu- 
zindo a quantidade de mRNA para os genes estruturais trp . 

A transcrigao do operon trp pode ser regulada em cerca 
de quase 700 vezes pelos efeitos combinados de repressao 
(ate 70 vezes) e atenuagao (ate 10 vezes). 

Regulagao da transcrigao por atenuagao nao e unica 
do operon trp. Sabe-se que cinco outros operons ( tre , ilv, 
leu , fen e his) sao regulados por atenuagao. O operon his , 
que por muitos anos se acreditou ser repressivel, hoje e 
considerado regulado totalmente por atenuagao. Embora 
pequenos detalhes variem de operon para operon, as carac- 
teristicas principais de atenuagao sao as mesmas para todos 
os seis operons. 

mrn P0NT0S 1MP0RTANTES 

■ O operon trp de E. coli e um sistema repressivel negativo; a 
transcrigao dos cinco genes estruturais no operon trp e repri- 
mida na presenga de concentragoes significativas de tripto¬ 
fano. 

■ Operons tais como trp que codificam enzimas envolvidas nas 
vias de biossintese de aminoacidos em geral sao controlados 
por um segundo mecanismo regulador chamado atenuagao. 


■ Atenuagao ocorre pelo termino prematuro da transcrigao em 
um sitio na sequencia Uder do mRNA (a sequencia a 5’ da regiao 
codificante) quando triptofano e prevalente no meio em que a 
bacteria esta sendo cultivada. 


BACTERIOFAGO LAMBDA: 

LISOGENIA 0U LISE 

Os bacteriofagos temperados, tais como o fago 
X, podem (1) entrar na via Utica, durante a qual 
produzem grandes numeros de fagos e matam a celula 
hospedeira, ou (2) entrar na via lisogenica, durante a 
qual inserem covalentemente seu cromossomo, em um 
estado “reprimido” ou dormente, no cromossomo do 
hospedeiro. 

Quando um bacteriofago temperado tal como lambda 
(A) infecta uma bacteria, ele pode seguir uma dentre duas 
vias de desenvolvimento (veja Fig. 8.5). Ele pode ou (1) en¬ 
trar no ciclo litico, durante o qual ele se reproduz e lisa a 
celula hospedeira, como um fago virulento (Cap. 8, veja Fig. 
8.3), ou (2) entrar na via lisogenica (Cap. 8, veja Fig. 8.6), 
durante a qual seu cromossomo e inserido no cromossomo 
do hospedeiro e se replica como qualquer outro segmento 
deste cromossomo. Quando integrado ao cromossomo da 
celula hospedeira, o cromossomo do fago e chamado pro- 
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fago. Em uma bacteria lisogenica, os genes do profago que 
codificam produtos envolvidos na via litica nao devem ser 
expressos. Os genes do profago que especificam enzimas en- 
volvidas na replicagao do DNA do fago, protefnas estrutu- 
rais necessarias para a morfogenese do fago e a lisozima que 
catalisa a lise da celula devem ser mantidos desligados para 
manter um estado lisogenico estavel. 

Os genes da via litica do profago sao mantidos desligados 
nas celulas lisogenicas por um simples circuito repressor- 
operador-promotor, muito similar aos circuitos reguladores 
negativos dos operons de bacterias. Entretanto, o aspecto 
realmente interessante do fago lambda e o mecanismo que 
determina se X entra na via litica ou na via lisogenica. Essa 
determinagao envolve uma mudanga genetica elegante que 
direciona o cromossomo infectante do fago para uma dentre 
duas vias: (1) a cascata reguladora litica ou (2) o circuito de 
repressao mantido autogenamente de lisogenia. O intercam- 
bio destas duas redes reguladoras e uma das mais fascinantes 
historias no campo da genetica molecular. No final, se uma 
proteina, o repressor X, ocupa sitios reguladores importantes, 
ocorre lisogenia. Se outra proteina X , chamada Cro, ocupa 


esses sitios, ocorre desenvolvimento litico. Entretanto, antes 
de discutir a complexa mudanga lise versus lisogenia, precisa- 
mos conhecer alguns genes reguladores de lambda. 

Repressao de Genes da Via Litica Lambda 
Durante Lisogenia 

Os genes do fago lambda que codificam fungoes envolvi- 
das no desenvolvimento litico sao mantidos desligados por 
um mecanismo de controle negativo analogo aos que con- 
trolam os operons lac e trp de E. coli. O gene Cj do fago X 
codifica um repressor, uma proteina bem caracterizada com 
um peso molecular de 27.000 daltons. O repressor Cj, como 
um dimero, liga-se a duas regioes operadoras que controlam 
a transcrigao de genes X envolvidos em crescimento litico 
(Fig. 20.14). Estas duas regioes operadoras, chamadas de Or 
(para transcrigao no sentido da esquerda) e Or (para trans¬ 
crigao no sentido da direita), ficam superpostas a seqiiencias 
promotoras as quais a RNA-polimerase se liga para iniciar 
a transcrigao de genes que controlam o desenvolvimento 


Sequencia de nucleotideos 
da regiao operadora 
a direita com os sitios 
de ligacao de protemas 
repetidos sombreados 


Visao ampliada da 
regiao reguladora que 
controla a transcricao 
de genes Ifticos durante 
lisogenia 
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ACGTTAAATCTATCACCGCAAGGGATAAATATCTMCACCGTGCGTGTTGACTATTTTACCTCTGGCGGTGATAATGGTTGC 

TGCAATTTAGATAGTGGCGTTCCCTATTTATAGATTGTGGCACGCACAACTGATAAAATGGAGACCGCCACTATTACCAACG 
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Mapa do cromossomo do 
fago X mostrando (1) elementos 
geneticos que estao envolvidos 
na repressao de genes 
Kticos durante lisogenia e 
(2) principais transcritos 
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Fig. 20.14 ■ Repressao dos genes Ifticos lambda em uma E. coli lisogenica. A transcrigao dos genes Ifticos e reprimida pela ligagao do 
repressor lambda a duas sequences operadoras (O l e O r ), que regulam a transcrigao para a esquerda e para a direita do cromossomo lambda 
(em baixo). O repressor lambda e codificado pelo gene C/ (centro) e reprime a sintese dos principais transcritos ligando se a triplos sitios e 
ligagao da proteina em O l e O r . As setas mostram os tamanhos relativos e diregoes de sintese dos principals transcritos lambda. 
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Dimero repressor lambda 



Regioes 
a-helicoidais que 
fazem contato 
com DNA 


1 Dominio terminal 
COOH responsavel 
por dimerizacao 

} Regiao conectora 

| Dominio terminal 
> NH 2 responsavel por 
J ligacao ao DNA 


Fig. 20.1S ■ O dimero de repressor lambda contata seus sitios de 
ligacao nas regioes do operador lambda (O l e O r ) primariamente 
por meio de duas regioes a-helicoidais (cilindros verdes) no 
dominio aminoterminal de ligagao ao DNA. Embora a conformaqao 
exata do dominio de terminal carboxila seja desconhecida, a 
estrutura tridimensional (linha preta e cilindros verdes) do dominio 
aminoterminal ja foi determinada. Este dominio de ligagao do DNA 
contem cinco regioes a-helice, duas das quais (marcadas como 2 e 3 
no diagrama) sao primariamente responsaveis pela ligagao especifica 
do repressor as regioes do operador lambda. (Baseada em Benjamin 
Lewin, Genes V, Cell Press, 1994. Usada com permissao.) 


litico. Com o repressor ligado a estes dois operadores, a 
RNA-polimerase nao pode ligar-se aos dois promotores e 
nao pode iniciar a transcrigao. Deste modo, os liticos de 
lambda continuam reprimidos, permitindo que o profago 
dormente seja transmitido de celulas hospedeiras parentais 
para a geragao de celulas prole geragao apos geragao. 

Cada operador lambda contem tres sitios de ligagao de re¬ 
pressor, cada urn com 17 pares de nucleotideos de tamanho, 
com sequences de nucleotideos similares mas nao identicas. 
Cada sitio de ligagao de repressor tern uma simetria parcial 
dupla ao redor do par de base central. Essa simetria tern 
um papel importante na interagao de dimeros de repressores 
com tais sitios de ligagao de operador (Fig. 20.15). 

O repressor lambda foi estudado em grande detalhe. O 
monomero do repressor contem tres regioes: (1) um domi¬ 
nio de ligagao do DNA no terminal amino, (2) um domi¬ 
nio de dimerizacao no terminal carboxila e (3) uma regiao 
conectora central. A estrutura tridimensional e conhecida 
apenas para o dominio de ligagao do DNA do repressor. 
Esse dominio, com 92 aminoacidos de tamanho, contem 
cinco regioes que formam estruturas de a-helice; as estru- 
turas de a-helice sao numeradas de 1 a 5, comegando no 
terminal NH;. Duas das regioes da a-helice, numeros 2 e 3, 
sao amplamente responsaveis pela especificidade de ligagao 
do repressor ao DNA. Quando um dimero de repressor faz 
contato com seu sitio de ligagao ao DNA (Fig. 20.15), as 
duas regioes 3 da helice ficam quase inteiramente dentio 
de sulcos adjacentes maiores em uma face do operador A. do 
DNA. Cada monomero faz contato com um lado (meio-si- 
tio) da seqiiencia palindromica de nucleotideos em cada sitio 
de ligagao do repressor. As duas regioes 2 das helices ficam 
nos sulcos maiores ocupados pela regiao a das helices. 


Como o repressor lambda tern a rnais alta afinidade pelos 
sitios On e Ori, os primeiros dimeros repressores geral- 
mente se ligam a estes dois sitios. O repressor X exibe ligagao 
cooperativa com (1) os sitios On e Oi 2 e (2) os sitios 0 R] e 
Ori. Assim, a presenga de um dimero no sitio Oj A e 0 RI au- 
me’nta a afinidade do repressor pelos sitios 0 L2 ou 0 R2 , res- 
pectivamente. Essa cooperatividade nao se estende a 0[ 3 ou 
0 R3 . Em concentragoes intracelulares normais de repressor, 
apenas os sitios On, On, Ori e Or? sao ocupados pelo le- 
pressor. Quando dimeros de repressor sao ligados a 0 R ,-0 R2 
e Ou~Ol2, a RNA-polimerase nao pode ligar-se a P R e P L 
e portanto nao pode iniciar a transcrigao. Assim, os genes X 
que codificam fungoes envolvidas em desenvolvimento litico 
sao mantidos em um estado reprimido. 

A lisogenia lambda e bem estavel. Os genes da via litica 
lambda sao muito reprimidos em uma celula lisogenica. As¬ 
sim, produtos genicos de fungao litica nao sao produzidos 
por transcrigao de genes do profago. Alem disso, mudangas 
espontaneas de lisogenia para desenvolvimento litico sao ra- 
ras em condigoes normais de crescimento. Populates de 
celulas lisogenicas podern ser induzidas a entrar na via litica 
apenas por tratamentos drasticos, tais como irradiagao com 
luz ultravioleta (UV). A irradiagao UV de lisogenos lambda 
ativa uma protease da celula hospedeira que corta a regiao 
conectora do repressor X e a toma nao funcional. 

Um motivo importante para a estabilidade do estado li¬ 
sogenico X e que a sintese do repressor e regulada autogena- 
mente; isto e, a presenga do repressor X estimula a sintese de 
mais repressor. Por qual mecanismo a sintese do repressor X 
e auto-regulada? 

O gene X Ci, que codifica o repressor, e transcrito de um 
promotor designado Prm (de promotor para manutengao 
do repressor), situado entre o gene C/ e 0 R2 (Fig. 20.16). 

O promotor Prm superpoe-se ao operador 0 R2 , como o Pr 
se superpoe a Ori . Entretanto, a transcrigao iniciada em 
Privi ocorre no sentido oposto (para a esquerda, como de 
senhado na Fig. 20.14) ao da transcrigao iniciada em Pr. O 
fator fundamental na manutengao do estado lisogenico e que 
o repressor ligado a 0 R2 atua como um regulador positivo 
de transcrigao de Prm ■ Na ausencia do repressor em 0 R2 
(crescimento litico), a RNA-polimerase nao pode ligar-se a 
P m para iniciar a transcrigao do gene C/. Na presenga do 
repressor, os sitios Ori e 0 R2 sao ocupados por dimeros do 
repressor (Fig. 20.16). O repressor ligado a 0 R2 estimula a 
ligagao da RNA-polimerase a Prm, resultando na sintese de 
mais repressor (sintese positiva auto-regulada). 

Embora o repressor tenha afinidade mais baixa por Or j do 
que por Or? ou Ori, ele ira ligar-se a Or 3 e bloquear a trans¬ 
crigao a partir de Prm se presente em alta concentragao. Esse 
bloqueio resultara em concentragao mais baixa do repressor, 
o que, por sua vez, produzira um operon 0 R3 e transcrigao 
renovada de Prm- O controle da sintese do repressor por este 
circuito regulador autogeno acentua a estabilidade do estado 
lisogenico lambda. Ele°tambem ajuda a explicar por que o 
repressor nao e produzido durante o crescimento litico deste 
virus. Se nenhum repressor estiver presente na celula, o sitio 
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Fig. 20.16 S Regulagao autogena da sintese de repressor do fago 
lambda. A presenga do repressor X estimula a sintese de mais repressor 
agindo como regulador positivo de transcrigao do gene C/ a partir do 
promotor P RM . Ao mesmo tempo, o repressor funciona como regulador 
negativo de genes envolvidos no desenvolvimento litico. Dfmeros de 
repressor ligados a O/j-O/j e Ori~Or2 impedem a transcricao dos genes 
de fungao Utica a partir, respectivamente, dos promotores P/_ e Pr. 


Or2 ficara livre, e o repressor nao sera produzido a partir de 
transcritos iniciados em Prm. Como resultado, uma vez que 
lambda tenha comecado a via litica, P&y/nao sera usado para 
produzir repressor, e a ausencia de repressor permitira que o 
desenvolvimento litico continue sem interrupgao. 


A Cascata Utica Reguladora de Lambda 

A cascata lftica reguladora de lambda e direta, uma vez que 
tenha havido a opcao de entrar na via litica. Os genes X po- 
dem ser classificados em tres grupos com base em quando 
eles sao expressos durante o ciclo litico: (1) genes iniciais 
imediatos, (2) genes iniciais postergados e (3) genes tardios. 
Lambda tern apenas dois genes iniciais imediatos, cro e N, 
ambos codificando proteinas reguladoras necessarias para o 
desenvolvimento litico. O cromossomo X contem uma dii- 
zia de genes iniciais postergados, que especificam produ- 
tos necessarios para a replicagao, recombinagao e regulagao 
adicional do DNA. Os 23 genes restantes do fago lambda 
codificam proteinas com fungao tardia, envolvidas na mor- 
fogenese da cabega e da cauda e na lise da celula hospedeira. 
Um dos produtos dos genes iniciais imediatos, a proteina 
N, e necessaria para expressar os genes iniciais postergados. 
Por sua vez, um dos produtos genicos iniciais postergados, 
a proteina Q, deve estar presente para expressar os genes X 
tardios. Vejamos as Lingoes dos genes reguladores funda¬ 
mental, cro , N e Q, envolvidos no crescimento litico do fago 
A, (Fig. 20.17). 
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Fig. 20.17 ■ Genes e sftios de reconhecimento envolvidos na cascata 
reguladora lftica lambda. Os genes cro, N e Q codificam proteinas 
reguladoras necessarias para desenvolvimento litico. Os operadores 0/_ 
e O r controlam a transcrigao para a esquerda e para a direita a partir 
dos promotores P/. e P R , respectivamente. Or/, Or 2 e Or 3 sao os tres 
sftios de ligagao do repressor dentro de Or. As sequencias nut L e nut R 
sao sftios nos quais o produto genico N deve agir para impedir termino 
da transcrigao nos sftios t L1 e t R1 , respectivamente. 


Na ausencia do repressor lambda, o produto do gene C/ 
ja descrito, a RNA-polimerase inicia transcrigao nos promo¬ 
tores Pi e Pr. O primeiro gene a ser transcrito comegando 
em Pr e cro (de rontrole do repressor e outros produtos ge¬ 
nicos). A proteina cro e um repressor com uma regiao de 
ligagao ao DNA muito similar a do repressor X . Cro liga-se 
aos mesmos sftios do DNA em Or e Or que o repressor X; 
mas Cro tern uma afinidade maior por Ori do que por Orj e 
0r2 . Assim, quando Cro e primeiro produzida, ela se liga a 
Ors e mantem a sintese do repressor desligada bloqueando o 
inicio da transcrigao em Prm (Fig. 20.18#). Posteriormente, 
quando mais proteina Cro se acumulou na celula, ela tam- 
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(a) Inicial: baixa concentracao da proteina Cro. 
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(b) Posterior: alta concentracao da proteina Cro. 


Fig. 20.18 ■ Fungoes do produto do gene cro nos estagios inicial 
[a) e tardio (b) de crescimento Iftico lambda. A proteina Cro tern 
afinidade maior por Or 3 do que por O r1 ou 0 R 2, resultando em sua 
presenga apenas em Or 3 em baixas concentragoes e em todos os 
tres sftios Or (e sftios O l ) em altas concentragoes. 
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bem se liga a 0 RJ , °R2 , 0 L1 e Or 2 , que suprimem a trans¬ 
crigao a partir de Pr e Pi, diminuindo a taxa de sfntese dos 
produtos dos genes iniciais (Fig. 20.186). 

A sfntese dos produtos dos genes iniciais postergados re- 
quer produtos do segundo gene inicial imediato, N, que e o 
primeiro gene transcrito a partir do promotor Pi. O produto 
do gene N funciona para evitar o termino da transcrigao em 
dois sitios, um (tRj) situado adjacente a cro e o outro (tu) 
posterior ao proprio gene N (Fig. 20.17). Assim, a proteina 
N atua como um antiterminalizador transcricional. Ela 
permite que a RNA-polimerase continue a transcrigao apos 
os sinais de termino tu e t R1 e atraves dos genes iniciais pos¬ 
tergados adjacentes. A proteina N desempenha sua fungao 
de antiterminalizador apenas na presenga de sequencias de 
DNA chamadas sitios nut (de utilizagao N) situados antece- 
dentes aos sitios terminalizadores (Fig. 20.19). A protefna 
N liga-se aos sitios nut e, com a ajuda de protefnas de E. coli 
chamadas fatores Nus (de utilizagao da substancia N) e pro¬ 
tefna ribossomica S10, modifica a especificidade da RNA- 
polimerase a medida que ela passa do sftio nut de modo que 
nao ocorra termino quando o complexo RNA-polimerase 
atinge os sinais de termino tu e t R i. 

O papel de antiterminalizador da protefna N e ilustrado 
na Fig. 20.19. Na ausencia da protefna N funcional, a trans- 
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Transcrito do gene inicial imediato 
(a) A transcricao termina em t Rl na ausencia da proteina N. 
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(b) A transcricao continua atraves de t Rl na presenca da proteina N. 

Fig. 20.19 ■ Fungoes da protefna N do fago lambda como 
antiterminalizador de transcrigao nos sitios t R1 e (nao mostrado) t L1 . 
(a) Na ausencia da proteina N, a transcrigao do gene inicial cro, que 
e iniciada em P Rf termina em t R1 . (b) Na presenga da proteina N, a 
transcrigao iniciada em P R continua atraves de t R1 nos genes iniciais 
postergados. 


crigao termina em t R j e tu- Quando presente, a protefna N 
liga-se aos sitios nut e, juntamente com as protefnas NusA, 
NusB e S10, modifica a RNA-polimerase de modo que nao 
ocorre termino da transcrigao em £ri e tu- Como resultado, 
a transcrigao continua nos genes iniciais postergados. 

Um dos genes iniciais postergados, Q, codifica outro anti¬ 
terminalizador de transcrigao que e necessario para expressao 
genica tardia. A protefna Q funciona como a protefna N, mas 
reconhece uma seqiiencia de DNA diferente, chamada qut (de 
utilizagao de Q). A protefna Q impede a parada da transcrigao 
iniciada no promotor constitutivo Pr, no sftio de termino t.Rs, 
permitindo que a transcrigao continue pelos genes tardios. 

Profagos lambda nao defectivos em E. coli lisogenicas po- 
dem ser induzidos a entrar na via lftica por exposigao a luz 
ultravioleta (UV). Irradiagao das bacterias com UV causa 
danos ao DNA, o que resulta em varias mudangas fisiologi- 
cas em conjunto chamadas de resposta SOS (Cap. 13). Um 
componente da resposta SOS em E. coli e a conversao da pro¬ 
tefna RecA (uma importante protefna de recombinagao; veja 
Cap. 13) em uma protease que corta a regiao conectora do 
repressor L Este evento de clivagem impede a dimerizagao 
do domfnio de ligagao ao DNA do repressor. Na ausencia de 
dfmeros ativos de repressor, Cro e protefna N sao produzi- 
das. Cro liga-se a Ors e impede a sfntese do repressor. Com 
Cro e protefna N, mas sem repressor, presentes na bacteria, 
ocorre o desenvolvimento lftico. 


A Mudan^a de Lambda: Desenvolvimento 
Litico ou Lisogenia 

Quando o fago lambda injeta seu DNA na bacteria E. coli , esta 
nao content nem repressor nem protefna Cro. O que entao 
determina se o cromossomo lambda injetado ira (1) entrar na 
via lisogenica e se inserir no cromossomo hospedeiro ou (2) 
entrar na via lftica e produzir uma prole de fagos a custa da 
hospedeira? Tendo examinado os circuitos reguladores lambda 
envolvidos nas vias lisogenicas e lfticas, vamos agora considerar 
a complexa mudanga que controla a ocorrencia ou de lisogenia 
ou de lise apos uma infecgao de E. coli por um fago lambda. 

A decisao entre lisogenia e crescimento lftico depende de 
um equilfbrio delicado entre o repressor ka protefna Cro. 
Que protefna ira ocupar os tres sitios de ligagao em opera- 
dores Oie Or e, portanto, controlar o infcio da transcrigao 
em Pi, Pr e Prm ? A decisao e terminada quando uma destas 
protefnas ocupa os sitios Or e Or. Se o repressor X ocupa es- 
tes operadores, resultara lisogenia. Se a protefna Cro ocupa 
Or e Or, ocorrera crescimento lftico. 

A mudanga genetica que direciona lambda para a via li¬ 
sogenica ou para a via lftica envolve dois genes reguladores 
principals, C u e C///, e um promotor, Prr (promotor para o es- 
tabelecimento do repressor). Pre esta situado do lado oposto 
do gene cro de Prm (Fig. 20.20). O transcrito iniciado em Pre 
contem a seqiiencia nao codificante ou anti-sentido do gene 
cro e a seqiiencia normal, ou com sentido, do mRNA codi¬ 
ficante do gene C/. Tanto Cjj quanto C/// sao genes iniciais 
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Fig. 20.20 ■ Elementos reguladores 
envolvidos em mudanca genetica 
lambda para crescimento lisogenico ou 
para lftico. Os genes Cn e Q, codificam 
proteinas que sao necessarias para 
infcio da transcricao no promotor Pre- 


postergados. Portanto, sua expressao e dependente da prote- 
ma X. A protefna Cji e necessaria para o infcio da transcricao 
em Pre- A RNA-polimerase pode iniciar a transcricao em Pre 
apenas quando a protefna Cn esta presente (Fig. 20.21). En- 
tretanto, a protefna Cn e muito instavel; ela e rapidamente 
degradada por uma protease da celula hospedeira. A funcao 
da protefna Cm e estabilizar a protefna Cn, permitindo que a 
RN A-polimerase inicie a transcricao em Pre. De fato, o efeito 
de Cm sobre a estabilidade de Cn e uma funcao das condi- 
Coes de crescimento. Em poucas condicoes de crescimento, 
Cm protege Cn de degradacao por proteases mais comple- 
tamente. favorecendo a lisogenia, enquanto em condicoes 
otimas de crescimento, Cm e menos ativa e, portanto, Cn e 
menos estavel, favorecendo o crescimento lftico. 

O transcrito iniciado em Pre favorece o estabelecimento 
da via lisogenica de dois modos: (1) O repressor lambda e 
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Fig. 20.21 ■ Diagrama do circuito regulador do fago X C, r Cn r P RE 
envolvido na determinacao sobre se ira ocorrer desenvolvimento 
lftico ou lisogenico. 


produzido por traducao da seqiiencia codificante Cj. (2) A 
parte 5’ deste transcrito contem a seqiiencia nao codificante 
ou anti-sentido do gene cro. Esta seqiiencia anti-sentido cro 
e complementar a seqiiencia codificante cro , ou com sentido, 
no mRJNA cro autentico produzido pela transcricao iniciada 
em P R . Assim, esses RNA com sentido e cro anti-sentido hi- 
bridizam-se (formam duplas helices) uma com a outra, o que 
bloqueia a traducao do mRNA cro. 

Uma vez que o repressor tenha sido sintetizado pelo uso 
do circuito ele se liga a 0 R1 e 0 R2 . A presenca 

do repressor em Orj e Or 2 inibe a expressao dos genes de 
funcao lftica bloqueando o infcio da transcricao em Pr e es- 
tabelece a manutencao do circuito de repressor autogeno 
mediada por Prm- A Fig. 20.22 resume os genes reguladores 
e os elementos de acao cis envolvidos no estabelecimento da 
mudanca lisogenia-lftica e nas vias lisogenicas e lfticas do 
desenvolvimento apos ter sido feita a mudanca. 

Em resumo, em cada celula infectada, a mudanca genetica 
para desenvolvimento lisogenico ou lftico e estabelecida pela 
competicao entre a protema Cro e o repressor A em ocupar 
os sftios Or e Or. Se a protema Cro ocupar estes operadores, 
ocorre evolucao lftica. Se o repressor ocupar estes operado¬ 
res, a lisogenia e estabelecida. As proteinas reguladoras Cn 
e Cjji tern papeis importantes em decidir o resultado desta 
competicao entre protefna Cro e repressor. 

Hi P0NT0S IMPORTANTES 

® Os bacteriofagos temperados podem seguir uma dentre duas 
vias: (1) crescimento lftico, durante o qual eles produzem e ma- 
tam as hospedeiras, ou (2) lisogenia, durante a qual seus cro- 
mossomos existem como profagos dormentes inseridos cova- 
lentemente nos cromossomos da bacteria hospedeira. 

H Durante a lisogenia, os genes Ifticos do profago sao mantidos 
desligados por urn circuito repressor-operador-promotor simi¬ 
lar ao dos operons bacterianos. 

® Se o fago lambda ira entrar no estado lisogenico ou sofrera 
desenvolvimento lftico e condicao determinada por qual das 
duas protefnas regulatorias, repressor X ou protefna Cro, ocupa 
sftios operadores importantes que controlam a transcricao do 
genoma X. 

s O estado lisogenico e mantido pelo controle autogeno do re¬ 
pressor X, enquanto o desenvolvimento lftico e controlado por 
uma cascata reguladora na qual antiterminalizadores transcri- 
cionais exercem urn papel principal. 
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Fig. 20.22 ■ Resumo dos elementos reguladores lambda que controlam desenvolvimento lisogenico e litico. Elementos de agao cis 
sao mostrados em cima, genes codificantes de fatores trans sao mostrados diretamente acima das moleculas de DNA e as funcoes dos 
reguladores de agao trans sao descritas na parte de baixo. (Baseada em Benjamin Lewin, Genes V, Cell Press, 1994. Usada com permissao.) 


SEQUENCES TEMPORAIS DE EXPRESSAO 
GENICA DURANTE AINFECCAO DE FAGO 

Quando o bacteriofago infecta bacterias, o crescimento 
litico e controlado por sequencias pre-programadas de 
expressao do gene viral. 

A regulagao da expressao do gene durante os ciclos de 
vida de bacteriofagos virulentos e bem diferente das mudan- 
gas reversiveis liga-desliga caracteristicas dos operons bacte- 
rianos. Em bacterias infectadas por fagos, os genes virais sao 
expressos em sequencias geneticamente pre-programadas, 
ou cascatas. Embora virus bacterianos diferentes exibam va- 
riagoes de mecanismos especificos envolvidos, emerge um 
quadro comum. Um grupo de genes de fagos, em geral cha- 
mados genes iniciais, e expresso imediatamente apos infec- 
gao. O(s) produto(s) de um ou mais dos genes iniciais e(sao) 
responsavel(eis) por ligar a expressao do proximo grupo de 
genes e desligar a expressao dos genes iniciais, e assim em 
diante. Geralmente estao envolvidos de dois a quatro grupos 
de genes, dependendo do virus. Em todos os casos estuda- 
dos ate agora, a regulagao da expressao sequential de genes 
durante a fase de infecgao ocorre primariamente no nfvel da 
transcrigao. 

Ilustraremos estas sequencias temporais de expressao ge- 
nica em fagos infectados por bacterias examinando o ciclo 
de vida do bacteriofago SP01, um virus que infecta Bacillus 
subtilis. O fago SP01 con tern tres grupos de genes, chamados 
genes iniciais, medios e tardios, em referencia a suas epo- 
cas de expressao durante o ciclo de reprodugao do fago. Os 
genes iniciais do fago SP01 sao transcritos pela RNA-poli- 
merase de B. subtilis. Um dos produtos genicos iniciais e um 
polipeptfdeo que se liga a RNA-polimerase da celula hos- 
pedeira, mudando sua especificidade de modo que a RNA- 
polimerase modificada transcreve os genes medios de SP01. 
Dois dos produtos dos genes medios sao, por sua vez, poli- 
peptideos que se associam a RNA-polimerase de B. subtilis , 


mudando sua especificidade de modo que entao transcreva 

os genes tardios de SP01. 

mm PONTOSIMPORTANTES 

■ Sequencias temporais pre-programadas de expressao do ge- 
noma viral ocorrem em bacterias infectadas por bacteriofagos. 

■ Os primeiros genes virais expressos em uma bacteria infectada 
sao transcritos pela RNA-polimerase bacteriana nao modifi¬ 
cada. 

■ Grupos subsequentes de genes virais expressos sao transcritos 
seja pela RNA-polimerase codificada pelo genoma do fago ou 
pela RNA-polimerase bacteriana modificada pela adigao de 
protemas virais. 


CONTROLE TRADUCIONAL DA 
EXPRESSAO GENICA 

A regulacao da expressao genica em geral tern um 
ajuste fino por modulaqao seja da frequencia de inicio 
da tradugao seja pela velocidade de alongamento da 
cadeia polipeptidica. 

Embora a expressao genica em procariontes seja 
regulada predominantemente no nivel da transcrigao, o 
ajuste fino geralmente ocorre no nivel da tradugao. Em 
procariontes, as moleculas de mRNA sao frequentemente 
multigenicas, levando seqiiencias codificantes de varios ge¬ 
nes. Por exemplo, o mRNA do operon lac de E. coli abriga 
sequencias de nucleotfdeos que codificam p-galactosidase, 
p-galactosideo-permease e p-galactosideo-transacetilase. 
Assim, os tres genes que codificam estas protemas devem 
ser ligados e desligados juntos no nivel da transcrigao por- 
que os genes sao co-transcritos. Entretanto, os tres pro¬ 
dutos genicos nao sao feitos em quantidades iguais. Uma 
E. coli que esta crescendo em meio rico com lactose como 
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unica fonte de carbono contem cerca de 3.000 moleculas 
de (3-galactosidase, 1.500 moleculas de (3-galactosfdeo- 
permease e 600 moleculas de (3-galactosfdeo-transaceti- 
lase. Claramente, as diferentes quantidades molares destas 
protemas por celula devem ser controladas pos-transcri- 
cionalmente. 

Lembre que transcrigao, tradugao e degradagao do mRNA 
sao acopladas em procariontes. Uma molecula de mRNA 
geralmente esta envoivi da em todos os tres processos em um 
determinado tempo. Assim, produtos genicos podem ser fei- 
tos em quantidades diferentes a partir do mesmo transcrito 
por varios mecanismos. 

1. Sabe-se que eficiencias desiguais de irncio de tradu¬ 
gao ocorrem nos codons iniciais ATG de genes dife¬ 
rentes. 

2. Eficiencias alteradas de movimento de ribossomos 

por regioes intergenicas de um transcrito sao bem co- 
muns. Taxas de tradugao diminufdas em geral resultam 
de grampos ou outras formas de estruturas secundarias 
que impedem a migragao do ribossomo ao longo da 
molecula de mRNA. 

3. Taxas diferenciais de degradagao de regioes especf- 
ficas de moleculas de mRNA tambem ocorrem. 

A smtese de protemas ribossomicas de E . coli dao varios 
exemplos bem documentados de regulagao traducional da 
expressao genica. E. coli que estao crescendo rapidamente 
em condigoes otimas precisam de mais ribossomos para 
a smtese de protemas do que as que estao crescendo len- 
tamente em condigoes adversas. Lembre (Cap. 12) que o 
ribossomo de E. coli contem tres moleculas de RNA e 52 
polipeptfdeos. A smtese desses componentes estruturais 
deve ser coordenada para assegurar estequiometria apro- 
priada para a montagem do ribossomo. Assim, foram de- 
senvolvidos mecanismos reguladores que asseguram a sm¬ 
tese de RNA e protemas nas quantidades apropriadas, e 
alguns destes mecanismos reguladores atuam no nfvel da 
tradugao. 

A maioria dos genes de E. coli que codificam protemas 
ribossomicas estao situados em grupos, e os genes de cada 
grupo sao co-transcritos. Todas exceto uma das protemas ri¬ 
bossomicas sao usadas em quantidades eqliimolares durante 
a montagem do ribossomo. x41em disso, a smtese das pro¬ 
temas ribossomicas deve ser coordenada com a smtese dos 
tres RNA ribossomicos. Esta coordenagao entre smtese de 
protemas ribossomicas e smtese de RNA ribossomico ocorre 
no mvel da tradugao. 

O grupo de genes da protefna ribossomica S10 (de protef- 
na numero 10 da subunidade menor) fornece boa ilustragao 
de como funciona esta regulagao. A unidade transcricional 
S10 contem 11 genes regulados coordenadamente, todos 
codificando protemas ribossomicas (Fig. 20.23#). No caso 
da unidade transcricional S10 e de pelo menos outras cinco 
destas unidades contendo genes de protefna ribossomica, 
o produto de um dos genes inibe a tradugao do transcrito 


multigenico. Assim, o gene que codifica a protefna regula- 
dora e ele mesmo um dos genes regulados, de modo que o 
gene regulador e negativamente auto-regulado. Na unidade 
transcricional S10, o gene regulador e rplD (de gene D da 
protefna ribossomica da subunidade maior), que codifica 
a protefna L4 (protefna numero 4 da subunidade maior). 
Quando rRNA livres estao presentes na celula, a protefna 
nascente L4 liga-se ao RNA (Fig. 20.23 b) e e estruturada 
nos ribossomos. Na ausencia de rRNA, a protefna L4 liga-se 
a ponta 5’ do mRNA da unidade transcricional S10 e inibe 
sua tradugao (Fig. 20.23c). Estes eventos impedem a smtese 
de protefnas ribossomicas que nao podem ser usadas pela 
celula. 

A inibigao da tradugao de uma molecula de mRNA por 
um dos produtos que ela codifica e comum tanto em proca¬ 
riontes quanto em eucariontes. Este mecanismo e chamado 
de auto-regulagao negativa ou regulagao autogena nega- 
tiva. Quando o produto genico e um componente estrutural 
da celula ou de alguma organela dentro da celula, a auto- 
regulagao em geral e feita pelos monomeros livres presentes 
na celula. 

mm P0NT0S IMP0RTANTES 

■ O ajuste fino regulador frequentemente ocorre no mvel da tra¬ 
dugao por modulagao da velocidade de im'cio da cadeia poli- 
peptidica ou alongamento da cadeia. 

■ As vezes, a expressao genica e regulada pela degradagao dife- 
rencial de regioes especificas de mRNA poligenicos. 


MECANISMOS REGULADORES 
R0S-TRADUCI0NAIS 

Inibigao por feedback ocorre quando o produto de uma 
via biossintetica inibe a atividade da primeira enzima da 
via, desligando rapidamente a smtese do produto. 

No infcio deste capftulo, discutimos o mecanismo 
pelo qual a transcrigao de genes bacterianos codificantes 
de enzimas em uma via biossintetica e reprimido quando o 
produto da via esta presente no meio no qual as bacterias 
estao crescendo. Um ajuste fino regulador mais rapido do 
metabolismo em geral ocorre no nfvel da atividade enzi- 
matica. A presenga de concentragao suficiente do produto 
final de uma via biossintetica frequentemente resulta na 
inibigao da primeira enzima da via (Fig. 20.24). Este feno- 
meno e chamado inibigao por feedback ou inibigao pelo 
produto final. A inibigao por feedback resulta em uma pa- 
rada quase instantanea de smtese do produto final quando 
este e adicionado ao meio. 

A via biossintetica de triptofano em E. coli fornece uma 
boa ilustragao de inibigao por feedback. O produto final, trip¬ 
tofano, esta ligado a primeira enzima na via, antranilato- 
sintetase (veja Fig. 20.11), e interrompe completamente sua 
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(b) 0 mRNA S10 e traduzido quando RNA ribossomico livre esta presente. 
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(c) A proteina L4 bloqueia a traducao do mRNA S10 quando nenhum RNA ribossomico livre esta presente. 


Fig. 20.23 ■ Organizacao (a) 
e regulacao da traducao (b e 
c) da unidade transcricional 
510 de E. coli , que contem 11 
genes codificantes de proteinas 
ribossomicas. A traducao do 
mRNA da unidade transcricional 
510 e regulada pela proteina 
ribossomica L4, que se liga a 
uma sequencia nucleotidica 
perto da ponta 5' do transcrito 
510 . ( b ) Na presenca de 
RNA ribossomico, proteinas 
ribossomicas interagem com 
o rRNA na montagem dos 
ribossomos. (c) Na ausencia de 
RNA ribossomico, a proteina 
ribossomica L4 liga-se perto 
da ponta 5' do transcrito 510 e 
bloqueia sua traducao. 


atividade, cessando a sfntese de triptofano quase imediata- 
mente. 

As enzimas sensfveis a inibicao por feedback contem um 
sftio (ou sitios) de ligagao do produto final alem do sftio 
(ou sitios) de ligagao do substrato. No caso de enzimas 
multimericas, o sftio de ligagao do produto final ou re- 
gulador em geral esta em uma subunidade (polipeptfdeo) 
diferente do sftio do substrato. Com a ligagao do produto 
final, tais enzimas sofrem transigoes alostericas que redu- 


zem sua afinidade por seus substratos. As proteinas que 
sofrem tais mudangas conformacionais sao chamadas de 
proteinas alostericas. Muitas, talvez a maioria, das enzi¬ 
mas sofrem transigoes alostericas de algum tipo. 

Transigoes alostericas tambem parecem ser responsaveis 
por ativagao enzimatica, que em geral ocorre quando uma 
enzima se liga a um ou mais de seus substratos ou a alguma 
outra pequena molecula. Algumas enzimas exibem um am- 
plo espectro de ativagao e inibigao por muitas moleculas efe- 
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Substrato 

A 


Si'tio de ligacao \ 
do substrato 
\ 


V Intermediary Produto final 


Si'tio de ligacao 
do produto final 


Enzima apos 
transicao alosterica 
na conformacao 



' Substrato nao se 
liga a um si'tio 
alterado de ligacao y 
de substrato 


Produto final ligado 
a si'tio de ligacao de 
molecula efetora 


Fig. 20.24 ■ Inibigao por feedback da atividade 
do produto genico. O produto final de uma via 
biossintetica em geral se liga a primeira enzima da via 
e interrompe sua atividade, bloqueando rapidamente 
a sfntese do produto final. 


toras diferentes. Um exemplo e a enzima glutamina-sinte- 
tase, que catalisa a etapa final na biossmtese do aminoacido 
g utainina. Glutamina-sintetase e uma enzima multimerica 
complexa tanto em procariontes quanto em eucariontes. Foi 
demonstrado que a glutamina-sintetase de E. coli responde, 
seja por arnacao ou inibicao, a 16 metabolitos diferentes, 
supostamente por transigoes alostericas. 


» P0NT0S 1MP0RTANTES 

■ Inibigao por feedback ocorre quando o produto de uma via 
biossintetica inibe a atividade da primeira enzima da via, pa- 
rando rapidamente a biossintese do produto. 

■ Ativagao da enzima ocorre quando um substrato ou outra mo¬ 
lecula efetora acentua a atividade de uma enzima, aumentando 
a taxa de sfntese do produto da via biossintetica. 


Exercicios Basicos 


llustram a anatise genetica basica. 


1. Como podem ser diferenciados os mecanismos reguladores po¬ 
sitives e negativos? 

Resposta: .As mutates nos genes reguladores que geram pro- 
dutos nao ftmeionais terao efeitos muito diferentes nos sistemas 
de controle positivos e negativos. Nos circnitos de controle po- 
sitivo, tais mutagoes impossibilitarao a ativagao da expressao dos 
genes regulados, enquanto nos circnitos de controle negativo 
essas mutagoes impossibilitarao desligar a expressao dos genes 
regulados. 

2. Como podem ser diferenciados os operons indutfveis e repressi- 

veis? r 

Resposta. Na ausencia de uma molecula efetora, os operons 
m utiveis serao desligados, enquanto os operons repressfveis 
serao ligados. 

3. Como podem ser diferenciados os elementos reguladores de 
agao cis e trans} 

Resposta: Eles podem ser distinguidos construindo-se diploi- 
des parciais nos quais os elementos reguladores estao posicio- 
nados (1) em cis aos genes reguladores e (2) em trans aos genes 
regulados. Um elemento de agao cis so influencia a expressao 
os genes quando presente na configuragao cis , enquanto um 
elemento de agao trans exercera seu efeito na configuragao cis ou 
trans (compare as Figs. 20.7 e 20.8). 


4. O que e atenuagao e como ela funciona? 

Resposta: Atenuagao e um mecanismo para regular a expressao 
genica pelo termino prematuro da transcrigao na regiao Jfder de 
um transcrito. No caso do operon de triptofano (trp) de E. coli , 
por exemplo, a presenga ou ausencia do produto final, tripto¬ 
fano, determina se ocorre ou nao atenuagao. A regiao lider do 
mRNA tern seqiiencias que podem fazer pares de bases para for- 
mar estruturas de grampos alternativos, um dos quais e um tfpico 
smal de terinino de transcrigao. Se o grampo ira ser formado ou 
nao depende da tradugao de um peptfdeo lider contendo dois 
triptofanos. Quando estao presentes baixos mVeis de triptofano, 
a tradugao cessa nos codons de Trp, o que impede a formagao 
do grampo de termino de transcrigao (veja Fig. 20.136). Quando 
triptofano suficiente esta presente, a tradugao continua alem dos 
codons de 1 rp ate o codon de termino de tradugao, perturbando 
o pnmeiro grampo. Isto, por sua vez, permite que seja formado 
o grampo de termino de transcrigao e ocorra a atenuagao (ter- 
mino da transcrigao no atenuador) (veja Fig. 20.13r). A atenu¬ 
agao diminui a sfntese das enzimas biossinteticas de triptofano 
em dez vezes. Atenuagao e possfvel em procariontes porque a 
transcrigao e a tradugao estao acopladas, e assim os eventos que 
ocorrem durante a tradugao podem afetar a transcrigao. 

5. O que determina se o fago lambda ira entrar no estado litico ou 
lisogenico quando ele infecta uma E. coli ? 
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Resposta: Qual estado ira ocorrer e determinado por qual das 
duas protefnas reguladoras, repressor X ou protefna Cro, ira 
ocupar sftios operadores crnciais que controlam a transcrigao 
dos genes X. Se uin repressor X ocupa estes sftios, ira ocorrer 
lisogenia. Se Cro ocupa estes sftios, ira ocorrer desenvolvimento 


lftico. Se o repressor X ou Cro ira ligar-se a estes operadores, e 
uma condigao influenciada pelos produtos dos genes C u e C m . 
Ambos ajudam a estabelecer a ligagao do repressor X aos sftios 
operadores importantes por aumento da sfntese do repressor e 
diminuigao da sfntese da protefna Cro (veja a Fig. 20.21). 


Testar Seus Conhecimentos 


Integra conceitos e tecnicas diferentes. 


1. O modelo do operon para a regulagao da sfntese de enzimas 
envolvidas na utilizagao de lactose por E. coli inclui o gene re- 
gulador (7), uma regiao operadora (0), um gene estrutural (Z) 
para a enzima (3-galactosidase e outro gene estrutural (Y) para 
p-galactosfdeo-permease. A (3-galactosfdeo-permease transporta 
lactose para a bacteria, na qual a p-galactosidase a quebra em 
galactose e glicose. Mutagoes no operon lac tern os seguintes efei- 
tos: as linhagens mutantes 77 e Y~ sao incapazes de fazer P-galac¬ 
tosidase e p-galactosfdeo-permease, respectivamente, enquanto 
as linhagens mutantes 7" e Of sintetizam os produtos genicos do 
operon lac consdtutivamente. As figuras seguintes mostram uma 
linhagem parcialmente diploide de E. coli que leva duas copias do 
operon lac. No diagrama, preencha um genotipo que ira resultar 
na sfntese constitutiva de p-galactosidase e na sfntese indutfvel de 
p-galactosfdeo-permease por este diploide parcial. 


Resposta: Varios genotipos diferentes irao produzir p-ga¬ 
lactosidase constitutivamente e P-galactosfdeo-permease in- 
dutivelmente. Eles devem preencher dois requisitos: (1) a 
bacteria deve con ter pelo menos uma copia do gene 7 + , que 
codifica o repressor, e (2) o gene 77 bem como uma mutagao 
0 l devem estar no mesmo cromossomo porque o operador so 
age em cis; isto e, ele so afeta a expressao dos genes no mesmo 
cromossomo. Em contraste, a bacteria pode ser homozigota 
ou heterozigota para o gene 7 + , e, se heterozigota, 7 + pode 
estar em ambos os cromossomos porque 7 + e dominante em 
relagao a 7" e 7 + atua tanto no arranjo cis quanto no trans. 
Um genotipo possfvel e dado no diagrama seguinte. Quan- 
tos outros genotipos voce pode imaginar que irao produzir 
P-galactosidase constitutivamente e p-galactosfdeo-permease 
indutivelmente? 
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2. Quando o fago X infecta uma E. coli , ele pode ter um cresci- 
mento lftico e lisar a bacteria hospedeira ou entrar na via lisoge- 
nica. (a) O desenvolvimento lftico ou lisogenico ocorre em uma 
bacteria infectada por um fago X com uma delegao do gene Cj ? 
(b) O que ocorrera em uma bacteria infectada por um fago X 
com uma delegao do gene Cro? 

Resposta: (a) O gene Cj codifica um repressor A,. Assim, desen¬ 
volvimento lftico ocorre nas bacterias infectadas por um fago 
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X que leva uma delegao do gene C/. A protefna Cro ira ocupar 
os sftios operadores de X porque nenhum repressor X estara 
presente se o gene C/ tiver sido deletado. (b) Em contraste, li¬ 
sogenia ira ocorrer nas bacterias infectadas por um fago X que 
tern uma delegao do gene cro . O repressor sera produzido por 
expressao do gene Cj e, na ausencia da protefna Cro, ele ira 
ligar-se aos sftios operadores X e bloquear a expressao dos genes 
lfticos X. 


compreensao e desenvolvem as habilidades analiticas. 


20.1, Como podem ser diferenciadas enzimas repressfveis e indu- 
tfveis de microrganismos? 

20.2. Diferencie entre (a) repressao e (b) inibigao por feedback 
causadas pelo produto final de uma via biossintetica. Como 
estes dois fenomenos reguladores complementam um ao 
outro para proporcionar regulagao eficiente do metabo- 
lismo? 


20.3. No operon de lactose de E. coli , qual a fungao de cada um 
dos seguintes genes ou sftios: (a) regulador, (b) operador, (c) 
promotor, (d) gene estrutural Z e (e) gene estrutural F? 

20.4. Qual seria o resultado da inativagao por mutagao dos se¬ 
guintes genes ou sftios no operon de lactose de E. coli : (a) 
regulador, (b) operador, (c) promotor, (d) gene estrutural Z 
e (e) gene estrutural Y? 
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20.5. Os seguintes grupos de alelos associados ao operon de lac¬ 
tose sao (em ordem de dominancia para cada serie alelica): 
repressor, / (super-repressor), I + (indutivel) e F (constitu- 
tivo); operador, Of (constdtutivo, cis~ dominante) e 0 + (in- 
dutfvel, oy-dominante); estrutural, Z + e Y + . {a) Quais dos 
seguintes genotipos produzirao p-galactosidase e p-galac- 
tosideo-permease se lactose estiver presente: (1) 1 + 0 + Z + 

r, ( 2 ) r of z + r, (3) r o c z + r, (4) r o + z + r e ( 5 ) r o + 

Z + Y + ? (b) Quais destes genotipos produzirao p-galactosi- 
dase e p-galactosideo-permease se lactose estiver ausente? 
Por que? 

20.6. Por que a mutagao 0 L no operon lac de E. coli e epistatica em 
relagao a mutagao /? 

20.7. Suponha que voce descobriu uma nova linhagem de E. coli 
que tern uma mutagao na regiao do operador lac que faz 
com que a protefna repressora tipo selvagem se ligue ir- 
reversivelmente ao operador. Voce chamou este operador 
mutante de 0* b , de operador “superbinding”. (a) Que feno- 
dpo teria um diploide parcial com o genotipo F Cf b Z~ Y f 
/I + 0 + Z + Y~ com relagao a sintese das enzimas p-galacto- 
sidase e p-galactosideo-permease? (b) Sua nova mutagao 
CZ exibe dominancia cis ou tram em seus efeitos sobre a 
regulagao do operon lac? 

20.8. Para cada um dos seguintes diploides parciais, indique se 
a srntese de enzimas e constitutiva ou indutivel (veja Pro- 
blema 20.5 quanto a relates de dominancia): 

(a) r o + z + r/r o + z + r, (b) r o + z + r/r o c z + r, 

(c) t of z + r/r o c z + r, (d) r o + z + r /r o + z + r, 

(e) r 0 + Z + r/r 0 + z + r . Por que? 

20.9. Escreva o genotipo diploide parcial de uma linhagem que 
ira (a) produzir p-galactosidase constitutivamente e perme¬ 
ase indudvelmente e (b) produzir P-galactosidase consti¬ 
tutivamente mas nao pennease seja constitutivamente ou 
indutivelmente, muito embora o gene Y + sabidamente es- 
teja presente. 

20.10. Mutagoes constitutivas produzem niveis enzimaticos eleva- 
dos em todos os momentos; elas podem ser de dois tipos: 
O c ou I . Suponha que todo o outro DNA presente seja do 
tipo selvagem. Explique como dois mutantes constitutivos 
podem ser diferenciados com relagao a (a) posigao de mapa, 

(b) regulagao dos niveis enzimaticos em diploides parciais 
0 c /0 + versus F/J + e (c) a posigao dos genes estruturais afe- 
tados pela mutagao O c versus os genes afetados por uma 
mutagao I~ em um diploide parcial. 

20.11. Como um historiador da genetica, voce esta repetindo al- 
guns dos experimentos classicos conduzidos por Jacob e 
Monod com o operon de lactose em E. coli. Voce usa um 
plasmideo F’ para construir varias linhagens de E. coli que 
sao parcialmente diploides para o operon lac. Voce constroi 
linhagens com os seguintes genotipos: (1) I + O c Z + Y~ /1 + 

o + z~ r, ( 2 ) r of zrr/r o + z + r, ( 3 ) r o + z + r /r 
o + z~ r, (4) f o + zrr/r o + z + r e (5) r o c z + y + /r 

0 + ZT Y + . (a) Qual destas linhagens ira produzir |3-galac- 


tosidase funcional tanto na presenga quanto na ausencia 
de lactose? (b) Qual destas linhagens ira exibir srntese 
constitutiva de (3-galactosideo-permease funcional? (c) 
Qual destas linhagens expressara tanto o gene Z quanto o 
gene Y constitutivamente e ira gerar produtos funcionais 
(p-galactosidase e p-galactosideo-permease) de ainbos os 
genes? (d) Qual destas linhagens mostrara dominancia cis 
de elementos reguladores do operon lac? (e) Qual destas 
linhagens exibira dominancia trans de elementos regula¬ 
dores do operon lac? 

20.12. Como o operon de triptofano em E. coli foi desenvolvido e 
mantido pela evolugao? 

20.13. Qual o significado biologico do fenomeno de repressao ca- 
tabolica? 

20.14. Como a concentragao de glicose no meio em que foi culti- 
vada a E. coli regula o nivel intracelular de AMP cfclico? 

20.15. O efeito de CAP-cAMP sobre a transcrigao do operon lac e 
um exemplo de regulagao positiva ou negativa? Por que? 

20.16. Seria possivel isolar mutantes de E. coli nos quais a trans¬ 
crigao do operon lac nao e sensivel a repressao catabolica? 
Caso sim, em que genes as mutagoes estariam situadas? 

20.17. Usando exemplos, distinga mecanismos reguladores nega- 
tivos e reguladores positivos. 

20.18. O quadro seguinte da as atividades relativas das enzimas 
P-galactosidase e p-galactosfdeo-permease em celulas com 
genotipos diferentes no locus lac em E. coli. O nfvel de ati- 
vidade de cada enzima no tipo selvagem de E. coli nao le- 
vando F’ foi arbitrariamente estabelecido em 100; todos os 
outros valores sao relativos aos niveis observados de ativi- 
dade nestas bacterias tipo selvagem. Com base nos dados 
citados no quadro para os genotipos de 1 a 4, preencha os 
niveis de atividade enzimatica que seriam esperados para o 
quinto genotipo. 


P-Galactosfdeo- 

p-Galactosidase permease 


Genotipo 

Indutor 

+Indutor 

-Indutor 

+Indutor 

1 .1 + 0 + Z + ¥ + 

0,1 

100 

0,1 

100 

2.1~0 + Z + Y + 

100 

100 

100 

100 

2.1 + 0 C Z + Y + 

25 

100 

25 

100 

4. ro + z + r/F' ro + z + r 

200 

200 

100 

100 

5. rO‘ Z~ Y+/F' I + 0 + Z + Y + 

_ 

_ 

_ 



20.19. A taxa de transcrigao do operon trp em E. coli e controlada 
por (1) repressao/desrepressao e (2) atenuagao. Por que 
mecanismos estes dois processos reguladores modulam os 
niveis de transcritos do operon trp? 

20^20. Que efeito a delegao da regiao trpL do operon trp exerce 
sobre as taxas de sintese das enzimas codificadas pelos cinco 
genes no operon trp nas E. coli que crescem na presenga de 
triptofano? 
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20.21. Por que mecanismo a presenga de triptofano no meio em 
que estao sendo cultivadas as E. coli results em termino 
prematuro ou atenuagao da transcrigao do operon trp ? 

20.22. Suponha que voce usou mutagenese sitio-especifica para 
modificar a seqiiencia de trpL de tal modo que dois codons 
UGG de Trp nas posigoes 54-56 e 57-60 (veja Fig. 20.12) 
na seqiiencia lider do mRNA foram modificados para os 
codons GGG de Gli. A atenuagao do operon trp ainda sera 
regulada pela presenga ou ausencia de triptofano no meio 
em que estao sendo cultivadas as E. coli ? 

20.23. O que e um profago? De que modos o profago do fago 
X difere do cromossomo X presente durante as infecgoes 
lfticas? 

20.24. De que modo a cascata reguladora lftdca do fago X difere 
da repressao autogenamente mantida de expressao genica 
viral que ocorre durante a lisogenia? 

20.25. Qual a principal diferenga estrutural entre a regiao do ope- 
rador no operon lac de E. coli e os operadoras Or e Or do 
fago X ? 

20.26. O estado lisogenico X e muito estavel, em parte por que a 
sfntese do repressor X e regulada autogenamente. O que 
isto signifies? Como a regulagao autogena do repressor 
acentua a estabilidade da lisogenia? 


20.27. Em X , o gene C/ produz um repressor da via litica. Muta- 
goes Cf causam placas claras, nas quais nao estao presentes 
celulas lisogenicas. Um plasmfdeo possui este alelo mutante 
Cf sob o controle de seu promotor normal (tipo selvagem). 
Se este plasmfdeo e induzido em uma celula lisogenica que 
contem um genoma X tipo selvagem integrado (com um 
gene Cf normal), o que acontecera e por que? 

20.28. Durante o crescimento lftico, os genes do fago X exibem 
um padrao preciso de expressao temporal. Os genes ini- 
ciais imediatos sao expressos primeiro, em seguida os genes 
iniciais postergados e por ultimo os genes tardios. Como 
funciona esta cascata reguladora? Podem os genes tardios 
ser expressos sem que os genes iniciais postergados ten ham 
sido primeiro expressos? Caso nao, por que? Que papeis o 
termino da transcrigao desempenha na cascata reguladora 
litica de X ? 

20.29. A protefna N do fago X e um antiterminalizador transcri- 
cional. Que papel ela tern na cascata reguladora lambda? 

20.30. Um fago lambda tern uma mutagao de termino de cadeia 
UAG no meio do gene C/. Que fenotipo resultara desta 
mutagao? 

20.31. A atenuagao do tipo que regula o ravel de transcritos de trp 
em E. coli provavelmente ocorre em organismos eucarioti- 
cos? 
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Tripanossomas Africanos: Urn Repertorio de 
Disfarces Moleculares 

Quase no final do seculo dezenove, David Bruce, um cirurgiao do British Medi¬ 
cal Service, resumiu suas observaqoes e experimentos sobre uma doenqa de 
animais selvagens e domesticos no sul da Africa. A doenqa, chamada nagana, 
de uma palavra Zulu que significa “perda de espirito” e caracterizada por 
febre, tumefaqao, letargia e emaciaqao. Bruce reconheceu que nagana e trans- 
mitida pela tse-tse, um tipo de inseto comum nos espaqos abertos da plamcie 
africana. Alem disso, seu exame de animais doentes o levou a concluir que o 
agente causal e um protozoario flagelado unicelular que e injetado no sangue 
do animal durante a picada do inseto tse-tse. Este parasita sangumeo, um tipo 
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de tripanossoma, hoje e chamado de Trypanosoma brucei em homenagem a Bruce. 
Seres humanos tambem podem ser infectados por tripanossomas de tse-tse, quando 
entao desenvolvem a doenga debilitante conhecida como doenga africana do sono. 

Tanto em animais quanto em seres humanos, as infecgoes por tripanossomas 
duram muito tempo. Isto e marcante porque, no sangue, os tripanossomas sao sub- 
metidos a repetidos ataques pelo sistema imunologico. A cada ataque imunologico, 
a maioria dos tripanossomas sao destruidos. Entretanto, alguns sempre sobrevivem 
para repopular o sangue e manter a infecgao. O segredo deste reaparecimento e 
a capacidade dos tripanossomas de mudar a capa de proteina de sua superficie. 
Cada tripanossoma e coberto por cerca de 10 milhoes de moleculas de uma unica 
glicoproteina. Quando o sistema imunologico reconhece esta capa de proteina, o 
tripanossoma infectante sofre ameaga; as celulas imunologicas o captam e destroem. 
Entretanto, antes que todos os tripanossomas no animal sejam completamente des¬ 
truidos, alguns conseguem mudar sua glicoproteina de superficie para uma que nao 
e imediatamente reconhecida pelo sistema imunologico. Esses tripanossomas altera- 
dos escapam da destruigao e proliferam. Apos algum tempo, o sistema imunologico 
aprende a reconhece-los tambem, mas neste meio tempo surge um outro grupo de 
tripanossomas alterados para manter a continuidade da infecgao. Este suprimento 
aparentemente infindavel de disfarces moleculares disponivel para os tripanosso¬ 
mas se deve a um grande arranjo de genes que codificam as glicoproteinas variantes 
da superficie (VSG) que revestem tais organismos. A qualquer momento, apenas um 
desses genes e expresso; todos os outros estao silenciosos. Entretanto, durante o 
curso de uma infecgao, a identidade do gene expresso e alterada. A cada alteragao, 
os tripanossomas adquirem uma nova proteina de superficie e conseguem ficar um 
passo adiante das defesas imunologicas do animal. Assim, a infecgao e mantida por 
semanas ou mesmo meses ate que, por exaustao, o animal morre. 


REGULACAO ESPACIAL E TEMPORAL DE 
GENES EUCARIOTICOS 

Os genes eucarioticos sao regulados espacialmente e 
temporalmente. 


gao de tecidos e orgaos. A regulagao temporal e espacial dos 
genes e, portanto, um aspecto importante dos organismos 
eucarioticos. 


Regulagao Espacial dos Genes de Tubulina em Plantas 


Os mil hares de genes que estao presentes nos genomas 
de eucariontes multicelulares sao normalmente expressos de 
modo controlado. Uma dimensao deste controle e espacial. 
Nem todos os produtos genicos sao necessarios em todos 
os tecidos. Alguns genes sao expressos em celulas nervo- 
sas, outros em celulas sangiimeas e ainda outros em celu¬ 
las reprodutivas. De fato, a complexidade dos eucariontes 
multicelulares e parcialmente devida a expressao histoespe- 
cifica de muitos genes diferentes. Uma segunda dimensao da 
regulagao genica eucariotica e temporal. Genes diferentes 
sao expressos em momentos diferentes, alguns em resposta a 
sinais biologicos tais como hormonios e outros em resposta 
a estimulos ambientais. A especificidade temporal e mais 
acentuadamente vista durante o desenvolvimento, quando 
um zigoto se desenvolve em um organismo multicelular. A 
medida que este organismo se forma, grupos de genes sao 
expressos em uma seqiiencia ordenada para dirigir a forma- 


Os genes para os polipeptideos de tubulina sao um otimo 
exemplo de expressao que e regulada espacialmente. Esses 
polipeptideos sao os blocos estruturais de microtubulos (Cap. 
2). Existem dois tipos gerais de polipeptideos de tubulina, a 
e (3, e uma molecula de cada tipo agrega-se para formar um 
dimero. Estes dfmeros sao entao dispostos em colunas pa- 
ralelas para formar micro tubulos cilmdricos ocos com cerca 
de 24 nm de diametro. Varios microuibulos agregam-se uns 
aos outros para criar estruturas mais complexas, tais como 
cilios e flagelos. Dentro das celulas, os microtubulos sao en- 
contrados em muitos locais - no citoplasma logo abaixo da 
membrana citoplasmatica, ao redor da membrana nuclear e 
em uma regiao especial chamada centro de organizagao de 
microtubulos. Os microtubulos tern um papel importante 
no movimento celular. Nos cilios e flagelos, seu dobramento 
ondulante ajuda uma celula a mover-se de uma posigao para 
outra e dentro das celulas sao responsaveis por movimentar 
os cromossomos durante a mitose. 
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Fig. 21.1 ■ Flor de Arabidopsis thaliana corada para detectar 
expressao do promotor do gene de alfa-tubulina TUA1. O promotor 
de TUA1 foi fundido com a sequencia codificante do gene de 
(3-glicuronidase de Escherichia coli t que atua como reporter da 
expressao (cor azul). A expressao de TUA1 e limitada as anteras. 

As tubulinas a e (3 sao codificadas por conjuntos diferen- 
tes de genes. Tipicamente, varios genes diferentes para cada 
tipo de tubulina estao presentes no genoma. Por exemplo, 
a planta modelo Arabidopsis thaliana tem seis genes de a-tu- 
bulina e nove genes de p-tubulina. Cada um destes genes foi 
isolado, e a expressao de alguns deles foi estudada em plantas 
inteiras. Os resultados deste trabalho mostram que cada gene 
e expresso em um padrao espacial especffico. Por exemplo, 
o gene TUA1 , que codifica uma variante do polipeptideo de 
tubulina a, e expresso preferencialmente em graos de polen 
(Fig. 21.1). Existe tambem alguma expressao de TUA1 em 
anteras jovens, mas pouca ou nenhuma expressao dele em 
folhas, caules ou raizes. Em contraste, TUB1 , um gene de (3- 
tubulina, so e expresso em um trecho da raiz imediatamente 
acima da ponta da raiz em rapida divisao. Outro gene de 
P-tubulina, TUBS , e preferencialmente expresso nos tecidos 
vasculares da planta. Os padroes espacialmente especificos 
de expressao desses e outros genes de tubulina sugerem que 
dpos ligeiramente diferentes de microtubulos sao necessa- 
rios em partes diferentes de plantas Arabidopsis. 


Regula^ao Temporal de Genes de Globina em Animais 

Talvez um dos exemplos mais marcantes de expressao genica 
temporalmente regulada vem do estudo da hemoglobina, a 
protema que e responsavel por transportar oxigenico no san- 
gue de animais vertebrados. Em vertebrados superiores, esta 
protema e um tetramero de polipeptfdeos chamados globi- 
nas. Em cada tetramero, existent duas cadeias de globina a 
e duas de p. As moleculas de um composto chamado hemo 
sao frouxamente unidas a cada um destes polipeptfdeos, for- 
mando bolsos que podem ligar oxigenio molecular. Em seres 
humanos, varios genes para as cadeias de globinas a e P estao 
situados em dois sftios separados no genoma. Os genes de 
globina a ocupam uma regiao com 28 kb no cromossomo 
16 e os genes de globina p ocupam uma regiao de 45 kb 
no cromossomo 11 (Fig. 21.2). Como os genes dentro de 
cada grupo sao duplicados de um gene de globina ancestral, 
eles formam uma pequena familia multigenica. Ao longo do 
tempo evolutivo, os membros dessas familias divergiram uns 
dos outros por mutagao aleatoria, de modo que hoje em dia 
cada um codifica um polipeptideo ligeiramente diferente. 
Em alguns destes genes duplicados, uma mutagao de ter- 
mino de cadeia ou de mudanga de matriz de leitura aboliu 
a capacidade de fazer um polipeptideo. Tais genes nao co- 
dificantes sao chamados pseudogenes. Eles geralmente sao 
indicados pela letra grega psi (\|/). 

Uma caracterfstica marcante dos grupos de genes a e 
P e que seus membros sao expressos em epocas diferentes 
durante o desenvolvimento. Os genes de um lado nos gru¬ 
pos sao expressos apenas no embriao, os do meio sao ex¬ 
pressos apenas no feto em desenvolvimento e aqueles do 
outro lado sao expressos apenas apos o nascimento. Esta 
ativagao seqiiencial de genes de um lado para outro em 
um grupo esta aparentemente relacionada a necessidade 
de produzir tipos ligeiramente diferentes de hemoglobina 
durante o curso do desenvolvimento humano. O embriao, 
o feto e a crianga tem necessidades diferentes de oxige¬ 
nio, sistemas circulatorios diferentes e ambientes ffsicos 
diferentes. A mudanga temporal na expressao do gene de 
globina e aparentemente uma adaptagao a esta gama de 
condigoes alteradas. 

mam PONTOSIMPORTANTES 

■ Os genes de tubulina aepem Arabidopsis sao expressos de 
modo histoespecffico. 

■ Os genes de globina aepem vertebrados sao expressos em 
epocas diferentes durante o desenvolvimento. 
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MODOS DE REGULAR A EXPRESSAO 
GENICA EUCARIOTICA 

A expressao genica eucariotica pode ser regulada nos 
nfveis transcricional, de processamento ou de tradugao. 


.1 Q t 



o 0 N® n 


Como em procariontes, a expressao 
dos genes em eucariontes envolve 
a transcrigao do DNA em RNA e a 
subseqiiente tradugao deste RNA em 
polipeptfdeos. Mas, antes da tradugao, 
a maioria dos RNA eucarioticos sao 
“processados”. Durante o processamento, o RNA recebe 
um acrescimo (cap) em sua ponta 5’, e poliadenilado em sua 
ponta 3’ee alterado internamente perdendo suas seqiiencias 
{ntron nao codificantes (veja Cap. 11). Os RNA procario- 
ticos tipicamente nao sofrem tais modificagoes terminals e 
internas. 

A expressao genica em eucariontes e mais complicada do 
que em procariontes, pois as celulas eucarioticas sao com- 
partimentalizadas por um sistema elaborado de membranas. 
Essa compartimentalizagao subdivide as celulas em organe- 
las separadas, sendo a mais evidente o nucleo. Celulas eu¬ 
carioticas tambem possuem mitocondrias, cloroplastos (se 
forem celulas vegetais) e um reticulo endoplasmatico. Cada 
uma dessas organelas desempenha uma fungao difeiente. O 
nucleo armazena o material genetico, as mitocondrias e os 
cloroplastos estao associados a energia e o reticulo trans¬ 
porta materiais dentro da celula. 

A subdivisao de celulas eucarioticas em organelas separa 
fisicamente os eventos de expressao genica. O evento pn- 
mario, a transcrigao do DNA em RNA, ocorre no nucleo. 
Os RNA transcritos tambem sao modificados no nucleo por 
adigao do cap, poliadenilagao e remogao de mtrons. Os RNA 
mensageiros resultantes sao entao exportados para o cito 
plasma onde eles se associam aos ribossomos, muitos dos 
quais estao situados nas membranas do reticulo endoplas¬ 
matico. Uma vez associados aos ribossomos, tais mRNA sao 
traduzidos em polipeptfdeos. Essa separagao fisica dos even¬ 
tos de expressao genica possibilita que ocorra regulagao em 
diferentes locais (Fig. 21.3). A regulagao pode ocorrer no 
nucleo no nlvel do DNA ou do RNA ou no citoplasma no 
nfvel do RNA ou do polipeptfdeo. 

Transcrigao Controlada do DNA 

Em procariontes, a expressao genica e regulada principal- 
mente por controle da transcrigao do DNA em RNA. Um 
gene que nao e transcrito simplesmente nao e expresso. A 
transcrigao ocorre em procariontes quando moleculas regu- 
ladoras negativas, tais como a protema repressora lac, foram 
removidas da vizinhanga de um gene e moleculas regula- 
doras positivas tais como o complexo proteina ativadora do 
catabolismo (CAP)/AMP ciclico se ligaram a ele (Cap. 20). 
Estas interagoes protelna-DNA controlam a possibilidade 



Fig. 21.3 ■ Expressao genica eucariotica mostrando os estagios nos 
quais a expressao pode ser regulada: transcrigao, processamento e 
tradugao. 


de um gene estar ou nao acessi'vel a RNA-polimerase. Alem 
disso, os mecanismos que se desenvolveram para controlar 
a transcrigao nestes organismos respondem rapidamente a 
mudangas" ambientais. Como discutimos no Cap. 20, esse 
controle extremamente sensivel e uma estrategia eficiente 
para a sobrevida de procariontes. 

O controle da transcrigao e mais complexo em euca¬ 
riontes do que em procariontes. Um motivo e que os genes 
estao seqiiestrados no nucleo. Antes que sinais ambientais 
possam ter qualquer efeito sobre o nivel de transcrigao, eles 
devem ser transmitidos desde a superficie da celula, onde 
sao geralmente recebidos, atraves do citoplasma e da mem- 
brana nuclear, ate os cromossomos. Celulas eucarioticas 
necessitam portanto de sistemas de sinais internos elabora 
dos para controlar a transcrigao do DNA. Um outro fa tor 
complicador e que muitos eucariontes sao multicelulares. 
Os sinais ambientais tern que passar atraves de camadas 
de celulas para ter um impacto na transcrigao dos genes 
em um determinado tecido. A comunicagao intercelular e, 
portanto, um aspecto importante da regulagao transcricio¬ 
nal eucariotica. 

Como em procariontes, a regulagao transcricional euca¬ 
riotica e mediada por interagoes protema-DNA. Protemas 
reguladoras positivas e negativas ligam-se a regioes especifi- 
cas do DNA e estimulam ou inibem a transcrigao. Como um 
grupo, essas protemas sao chamadas de fatores de transcri¬ 
gao. Foram identificados muitos tipos diferentes, e a maio 
ria parece ter dominios caracteristicos que lhes permitem 
interagir com o DNA. A estrutura destas proteinas e a natu- 
reza de suas interagoes com o DNA serao discutidas em uma 
segao posterior. 
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Recomposicao Alternativa de RNA 

A maioria dos genes eucarioticos possui introns, regioes nao 
codificantes que interrompem a seqiiencia que especifica os 
aminoacidos de um polipeptideo. Cada fntron deve ser re- 
movido do RNA transcrito de um gene para que a seqiiencia 
codificante seja apropriadamente expressa. Como discutido 
no Cap. 11, este processo envolve a uniao precisa das se- 
qiiencias codificantes, ou exons, em um RNA mensageiro. 
A formacao do mRNA e mediada por pequenas organelas 
nucleares chamadas spliceossomos. 

Genes com varios introns apresentam um problema 
curioso para a maquinaria de recomposigao do RNA. Esses 
introns podem ser removidos separadamente ou em combi- 
nacao, dependendo de como a maquinaria de recomposigao 
interage com o RNA. Se dois introns sucessivos sao remo¬ 
vidos juntos, o exon entre eles tambem sera removido. Por- 
tanto, a maquinaria de recomposigao tern a oportunidade 
de modificar a seqiiencia codificante de um RNA deletando 
alguns de seus exons. Este fenomeno de recomposigao de 
um RNA transcrito de modos diferentes aparentemente e 
um modo de economizar informagao genetica. Em vez de 
duplicar os genes, ou trechos de genes, a recomposicao al- 
temativa dos transcritos possibilita que um unico gene co- 
difique polipeptideos diferentes. 

Em exemplo de recomposigao alternativa ocorre du¬ 
rante a expressao do gene para troponina T, uma proteina 
encontrada nos musculos esqueleticos de vertebrados. O 
tamanho desta proteina varia de cerca de 150 a 250 amino¬ 
acidos. No rato, o gene de troponina T tern mais de 16 kb 
de tamanho e contem 18 exons diferentes (Fig. 21.4). Os 
transcritos deste gene sao recompostos de modos diferen¬ 
tes para criaruma grande gama de mRNA. Quando eles sao 
traduzidos, muitos polipeptideos T de troponina diferentes 
sao produzidos. Todos esses polipeptideos compartilham 


aminoacidos dos exons 1-3, 9-15 e 18. Entretanto, as re¬ 
gioes codificadas pelos exons 4-8 podem estar presentes 
ou ausentes, dependendo do padrao de recomposicao, e 
aparentemente em qualquer combinagao. Variacao adicio- 
nal e dada pela presenga ou ausencia de regioes codificadas 
pelos exons 16el7;sel6 estiver presente, 17 nao estara, 
e vice-versa. Estas formas diferentes de troponina T su- 
postamente funcionam de modos ligeiramente diferentes 
dentro dos musculos, contribuindo para a variabilidade da 
agao muscular. 

Outro exemplo de recomposigao alternativa ocorre du¬ 
rante a expressao de genes envolvidos na determinagao do 
sexo em Drosophila. O regulador principal do processo de 
determinagao do sexo e o gene ligado ao X Sex-lethal (, Sxl ). 
Em femeas cromossomicas (XX), o transcrito deste gene e 
recomposto para produzir um mRNA que codifica uma pro- 
teina reguladora. Em machos cromossomicos (XY), o trans¬ 
crito Sxl 6 alternativamente recomposto para incluir um exon 
com um codon de fim. Assim, quando este RNA e traduzido, 
ele gera um polipeptideo pequeno sem fungao reguladora 
(Fig. 21.5). Em embrioes XX, em que a proteina regula¬ 
dora Sxl esta presente, um conjunto determinado de genes 
e expresso fazendo com que tais embrioes se desenvolvam 
como femeas. Em embrioes XY, em que a proteina regula¬ 
dora Sxl esta ausente, e expresso um conjunto diferente de 
genes que faz com que os embrioes se desenvolvam como 
machos. A recomposigao especifica de femeas ou especifica 
de machos e controlada pela proporgao entre cromossomos 
X e autosssomos. Se a proporgao X:A e 1,0, ocorre o padrao 
de recomposigao especifico de femea; se a proporgao X: 
A e 0,5, ocorre o padrao especifico de machos. Assim, a 
recomposigao alternativa do RNA Sxl e responsavel pela 
diferenciagao sexual em Drosophila. Maiores detalhes sobre 
este sistema de determinagao do sexo sao fornecidos no 
Cap. 22. 


Exons no gene T de troponina de rato 



3' 


Recomposicao alternativa de exons produz 64 mRNA diferentes. 


□ Exons 1-3, 9-15 e 18 estao presentes em todos os mRNA. 

H Exons 4-8 estao presentes em varias combinacoes em mRNA. 

H Exon 16 ou 17, mas nao ambos, esta presente em todos os mRNA. 
Exemplos de mRNA 
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Fig. 21.4 ■ Recomposigao alternativa dos transcritos do 
gene T de troponina de rato. Sao mostrados apenas 3 dos 64 
possiveis mRNA diferentes. 
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Exons no gene Sex-lethal (Sxl) de Drosophila 
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Fig. 21.5 ■ Recomposigao alternativa dos transcritos do gene 
Sex-lethal em machos e femeas de Drosophila. 


Controle Citoplasmatico da Estabilidade do RNA 
Mensageiro 

Os RNA mensageiros sao exportados do nucleo para o ci- 
toplasma onde servem como moldes para a sfntese de poli- 
peptfdeos. Uma vez no citoplasma, um determinado mRNA 
pode ser traduzido por varios ribossomos que se movem de 
modo sequential. Esta linha de montagem traducional con- 
tinua ate que o mRNA seja degradado. A degradagao do 
RNA mensageiro e portanto outro ponto de controle no 
processo geral de expressao genica. Os mRNA de longa vida 
podem suportar varias rodadas de sfntese de polipeptfdeos, 
enquanto os mRNA de vida curta nao podem. 

Um mRNA que e rapidamente degradado deve ser re- 
posto por transcrigao adicional; de outro modo, o polipeptf- 
deo que ele codifica nao seria mais produzido. Este termino 
de sfntese de polipeptfdeos pode, logicamente, ser parte de 
um programa desenvolvimental. Uma vez que o polipeptf- 
deo exerceu seu efeito, ele pode nao ser mais necessario. De 
fa to, sua sfntese conti nuada pode ser prejudicial. Em tais ca- 
sos, a degradagao rapida do mRNA seria um modo razoavel 
de evitar a sfntese indesejada do polipeptfdeo. 

A longevidade do RNA mensageiro pode ser influenciada 
por varios fatores. As caudas poli(A) parecem estabilizar os 
mRNA. A seqiiencia da regiao 3’ nao traduzida (3’ UTR) 
que precede uma cauda poli(A) tambem parece afetar a es¬ 
tabilidade do mRNA. Varios mRNA de vida curta tern a 
seqiiencia AUUUA repetida varias vezes em suas regioes 


3’ nao traduzidas. Quando esta seqiiencia e artificialmente 
transferida para a regiao 3’ nao traduzida dos mRNA mais 
estaveis, eles tambem se tornam instaveis. Fatores quimicos, 
tais como hormonios, podem tambem afetar a estabilidade 
do mRNA. No sapo Xenopus laevis , o gene de vitelogenina 
e transcricionalmente ativado pelo hormonio esteroide es- 
trogenio. Entretanto, alem de induzir a transcrigao deste 
gene, o estrogenio tambem aumenta a longevidade de seu 
mRNA. 

Pesquisas recentes revelaram que a estabilidade dos 
mRNA e a tradugao dos mRNA em polipeptfdeos tambem 
sao reguladas por pequenas moleculas nao codificantes de 
RNA chamadas pequenos RNA de interference (siRNA) 
ou microRNA (miRNA). Tais moleculas de RNA regula- 
doras, que tern entre 21 e 28 nucleotfdeos de tamanho, sao 
produzidas a partir de RNA bifilamentares maiores em uma 
grande variedade de organismos eucarioticos, incluindo 
fungos, plantas e animais. Os microRNA e os pequenos de 
interference fazem par com sequences em mRNA especf- 
ficos. Uma vez pareados, eles fazem com que o mRNA seja 
clivado e subseqiientemente degradado, ou impedem que 
o mRNA seja traduzido em um polipeptfdeo. Em plantas, 
essas pequenas moleculas de RNA fornecem uma defesa crf- 
tica contra infecgao por virus com RNA, e tanto em plantas 
quanto animais elas regulam a expressao de genes envolvidos 
em maturagao e desenvoivimento. Elas serao discutidas em 
mais detalhes posteriormente neste capftulo. 

mm PONTOSIMPORTANTES 

■ Protemas chamadas fatores de transcrigao interagem com o 
DNA para controlar a transcrigao de genes eucarioticos. 

■ Os transcritos de genes eucarioticos podem ser recompostos 
alternativamente para produzir RNA mensageiros que codifi- 
cam polipeptideos distintos mas correlatos. 

■ A estabilidade dos RNA mensageiros eucarioticos pode in- 
fluenciar o mvel de sfntese de polipeptideos. 


INDU^AO DA ATIVIDADE TRANSCRICIONAL 
POR FATORES AMBIENTAIS E BIOLOGICOS 

A expressao genica eucariotica pode ser induzida por 
fatores ambientais como calor e luz e por moleculas 
sinalizadoras tais como hormonios e fatores de 
crescimento. 

Em seu estudo do operon de lactose em E. coli , Jacob 
e Monod descobriram que os genes para metabolismo de 
lactose eram transcritos especificamente quando lactose era 
fornecida as celulas. Assim, eles demonstraram que a lactose 
era um indutor da transcrigao genica. Seguindo os passos de 
Jacob e Monod, muitos pesquisadores tentaram identificar 
indutores especfficos da transcrigao de genes eucarioticos. 
Embora tais esforgos tenham tido consideravel sucesso, a 
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amplitude geral na qual os genes eucarioticos sao induzidos 
por fa tores ambientais e nutricionais parece ser menor que 
a de procariontes. Aqui, consideraremos tres exemplos de 
expressao genica indutfvel em eucariontes. As primeiras duas 
envolvem inducao por fatores ambientais — temperatura e 
luz - e a terceira envolve indugao por este grupo especial de 
moleculas sinalizadoras chamadas hormonios. 


Temperatura: Os Genes Heat-Shock 

Quando organismos sao submetidos a estresse de alta tem- 
peratura, eles respondem produzindo um grupo de protemas 
que ajudam a estabilizar o ambiente celular interno. Essas 
protemas heat-shock , encontradas tanto em procariontes 
quanto em eucariontes, estao entre os polipeptideos mais 
conservados conhecidos. As comparagoes entre as sequen¬ 
ces de aminoacidos de protemas heat-shock de organismos 
tao diversos como E. coli e Drosophila mostram que elas sao 
40 a 50% identicas, um achado marcante se considerada a 
distancia de tempo evolutivo que separa estes organismos. 

A expressao das protemas heat-shock e regulada em nfvel 
transcricional, isto e, o estresse de calor induz especifica- 
mente a transcrigao dos genes que codificam tais protemas 
(Eig. 21.6). Em Drosophila , por exemplo, uma das protei- 
nas heat-shock chamada HSP70 (de protema heat-shock , com 
peso molecular de 10 quilodaltons) e codificada por uma 
famflia de genes situados em dois grupos proximos em um 
dos autossomos. Existem cinco a seis copias desses genes 
hsplO nos dois grupos. Quando a temperatura excede 33°C, 
como ocorre nos dias quentes do verao, cada um dos genes e 
transcrito em RNA, que entao e processado e traduzido para 
produzir polipeptideos HSP70. Essa transcrigao induzida 
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Fig. 21.6 ■ Indugao de transcrigao do gene hsp70 de Drosophila 
por choque provocado por calor. Os HSE estao situados entre 40 e 
90 pares de bases antecedentes ao sitio de imcio da transcrigao (seta 
curva). 


por calor dos genes hsplO e mediada por um polipeptfdeo 
chamado fator de transcrigao heat-shock , ou HSTF, que 
esta presente nos nucleos das celulas de Drosophila . Quando 
Drosophila sao estressadas pelo calor, o HSTF e alterado 
quimicamente por fosforilagao. Neste estado alterado, ele 
se liga especificamente a seqiiencias de nucleotideos ante¬ 
cedentes aos genes hsplO e torna os genes mais acessiveis 
a RNA-polimerase II, a enzima que transcreve a maioria 
dos genes codificantes de protemas. A transcrigao dos ge¬ 
nes hsplO e entao intensamente estimulada. As seqiiencias as 
quais o HSTF fosforilado se liga sao chamadas elementos 
de resposta heat-shock (HSE). 


Luz: 0s Genes de Ribulose 1,5-Bisfosfato-Carboxilase 
em Plantas 

Uma das protemas mais abundantes em nosso planeta e a 
ribulose 1,5-bisfosfato-carboxilase (RBC), uma enzima que 
desempenha um papel crftico na fotossfntese das plantas ver- 
des. Atraves do trabalho desta enzima, o dioxido de carbono 
e incorpora do a moleculas de agucar, que sao metabolizadas 
para fornecer energia para as celulas. Este processo depende 
da capacidade das plantas de absorver energia luminosa. Sem 
luz, todo o processo e interrompido, e nao ha necessidade de 
enzimas tais como RBC. Portanto, nao e surpresa que a pro- 
dugao de RBC seja induzida especificamente quando plantas 
sao expostas a luz. 

A RBC e uma enzima complexa que consiste em subu- 
nidades grandes e pequenas, cada uma codificada por genes 
diferentes. Em algumas especies de plantas, ambos os genes 
estao situados no DNA do cloroplasto (Cap. 19), mas em 
outras o gene para a subunidade menor esta situado no DNA 
nuclear e o gene para a subunidade maior esta situado no 
DNA do cloroplasto. A expressao do gene nuclear para a 
subunidade menor (indicado por rbcS) foi analisada em dife¬ 
rentes especies de plantas. Tais estudos mostraram que rbcS e 
intensamente transcrito apos exposigao a luz (Fig. 21.7). 
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Fig. 21.7 ■ Transcrigao induzida por luz do gene para a subunidade 
menor de ribulose 1,5-bisfosfato-carboxilase. As plantas foram 
ou expostas a luz (It) ou mantidas no escuro (dk) e o RNA foi 
extraido de diferentes tecidos da planta. O DNA extraido foi 
analisado por transference northern usando-se uma sonda marcada 
radioativamente para o gene rbcS. O auto-radiograma resultante 
mostra que o RNA de rbcS e produzido em folhas e caules, 
especialmente apos exposigao a luz. 
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A transcrigao induzida por luz de rbcS e apenas parcial- 
mente compreendida. Um evento importante e a absorgao 
de luz pela protema citoplasmatica chamada fitocromo (Cap. 
19). Uma molecula de absorgao de luz chamada cromoforo e 
ligada a cada molecula de fitocromo. A absorgao de luz pelo 
cromoforo aparentemente causa uma alteragao conforma- 
cional no polipeptfdeo do fitocromo, que entao dispara mu- 
dangas ein outras proteinas. Embora os detalhes dos eventos 
subseqiientes ainda nao sejam totalmente compreendidos, 
parece que algumas destas proteinas se ligam a regioes an- 
tecedentes ao gene rbcS e estimulam sua transcrigao. Esta 
resposta e rapida e intensa. E gerada uma quantidade subs- 
tancial de RNA de rbcS apos exposigao a luz, fornecendo 
varios moldes para a smtese da subunidade menor de RBC. 
Um processo similar pode estar envolvido na produgao da 
subunidade maior. Exposigao a luz portanto induz a produ¬ 
gao de uma das enzimas fundamentals para a fotossmtese. 

Moleculas de Sinaliza^ao: Genes que 
Respondem a Hormonios 

Em eucariontes multicelulares, um tipo de celula pode ati- 
var outra secretando um hormonio. Os hormonios circulam 
pelo corpo, fazem contato com suas celulas alvos e entao 
iniciam uma serie de eventos que regulam a expressao de 


determinados genes. Em animais, existem duas classes ge- 
rais de hormonios. A primeira classe, os hormonios este¬ 
roides, sao moleculas pequenas lipossoluveis derivadas do 
colesterol. Devido a sua natureza lipfdica, elas tern pouca ou 
nenhuma dificuldade em atravessar as membranas celulares. 
Os exemplos sao estrogenio e progesterona, que tern papeis 
importantes nos ciclos reprodutivos femininos, testosterona, 
um hormonio de diferenciagao e comportamento masculino, 
os glicocorticoides, que estao envolvidos na regulagao dos 
niveis de agucar no sangue, e ecdisona, um hormonio que 
controla os eventos do desenvolvimento em insetos. Uma 
vez que estes hormonios entram na celula, eles interagem 
com proteinas citoplasmaticas ou nucleares chamadas re- 
ceptores hormonais. O complexo hormonio/receptor que 
e formado entao interage com o DNA onde ele atua como 
um fator de transcrigao para regular a expressao de alguns 
genes (Fig. 21.8). 

A segunda classe de hormonios, os hormonios peptf- 
dicos, sao cadeias lineares de aminoacidos. Como todos os 
outros polipeptideos, estas moleculas sao codificadas por 
genes. Os exemplos sao insulina, que regula os niveis de 
agucar sangiiineo, somatotrofina, que e um hormonio de 
crescimento, e prolactina, que tern como alvo tecidos nas 
mamas de femeas de manhferos. Como os hormonios pepti- 
dicos sao tipicamente muito grandes para passar livremente 
pelas membranas celulares, os sinais que eles levam devem 
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com uma protema receptora. 
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Fig. 21.8 ■ Regulagao da 
expressao genica por hormonios 
esteroides. O hormonio interage 
com um receptor dentro de sua 
celula alvo. Neste exemplo, o 
receptor esta no citoplasma; 
outros receptores de hormonios 
esteroides estao situados no 
nucleo. Neste exemplo, o 
complexo esteroide/receptor de 
hormonio move-se para o nucleo, 
onde ativa a transcrigao de genes 
particulares. 
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ser transmitidos para o interior das celulas por protemas 
receptoras ligadas a membrana (Fig. 21.9). Quando um 
hormonio peptidico interage com seu receptor, ele causa 
uma mudanga conformacional no receptor que acaba por 
resultar em mudangas em outras protemas dentro da celula. 
Por meio de uma cascata de tais mudangas, o sinal hormonal 
e transmitido atraves do citoplasma da celula para o nucleo, 
onde finalmente tern o efeito de regular a expressao de genes 
especificos. Este processo de transmissao de sinais hormo- 
nais atraves da celula em diregao ao nucleo e chamado de 
transducao de sinal. 

A expressao genica induzida por hormonios e mediada 
por seqiiencias especfficas no DNA. Essas seqiiencias, cha- 
madas elementos de resposta hormonal (HRE), sao ana- 
logas aos elementos de resposta heat-shock ja discutidos. 
Estao situadas perto de genes que elas regulam e servem 
para a ligagao de protemas especfficas, que entao atuam 
como fatores de transcrigao. Com hormonios esteroides 
tais como o estrogenio, os EIRE sao ligados pelo complexo 
hormonio/receptor, que entao estimula a transcrigao. O 
vigor desta resposta transcricional depende do numero de 
HRE presentes. Quando existem varios elementos de res¬ 
posta, complexos hormonio/receptor ligam-se cooperati- 
vamente, aumentando de maneira significativa a taxa de 
transcrigao, isto e, um gene com dois elementos de resposta 


e transcrito duas vezes mais intensamente do que um gene 
com apenas um. Com hormonios peptfdicos, o receptor ge- 
ralmente permanece na membrana celular, mesmo apos ter 
formado um complexo com o hormonio. O sinal hormonal 
e portanto levado para o nucleo por outras protemas, al- 
gumas das quais se ligam a seqiiencias perto dos genes que 
sao regulados pelo hormonio. Estas protemas entao atuam 
como fatores de transcrigao para controlar a expressao dos 
genes. 

A atividade transcricional pode ser induzida por muitos 
outros tipos de protemas que nao sao hormonios no sen- 
tido classico, isto e, nao sao produzidos por uma determi- 
nada glandula ou orgao. Eles incluem uma variedade de 
moleculas circulantes secretadas tais como fator de cresci- 
mento nervoso, fator de crescimento epidermico, fator de 
crescimento derivado de plaquetas e outras moleculas nao 
circulantes associadas a superficies celulares ou a matriz 
entre as celulas. Embora cada uma destas protemas tenha 
suas proprias peculiaridades, o mecanismo geral pelo qual 
induzem transcrigao assemelha-se ao dos hormonios pep¬ 
tfdicos. Uma interagao entre a protefna sinalizadora e um 
receptor ligado a membrana inicia uma cadeia de eventos 
dentro da celula que no final resultam em fatores especffi- 
cos de transcrigao que se ligam a determinados genes, que 
sao entao transcritos. 
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Fig. 21.9 ■ Regulagao 
da expressao genica por 
hormonios peptfdicos. O 
hormonio (um sinal extracelular) 
interage com um receptor na 
membrana de sua celula alvo. O 
complexo hormonio/receptor 
resultante ativa uma protefna 
citoplasmatica que dispara 
uma cascata de alteragoes 
intracelulares. Essas alteragoes 
transmitem o sinal para o 
nucleo, onde um fator de 
transcrigao estimula a expressao 
de determinados genes. 
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■M PONTOS IMPORTANTES 

■ A transcri^ao dos genes hsp70 em resposta a temperatura au- 
mentada e mediada por um fator de transcrigao heat-shock. 

■ A transcribe do gene para a enzima fotossintetica ribulose 1,5- 
bisfosfato-carboxilase (RBC) e induzida por exposigao a luz. 

■ Hormonios esteroides e suas protemas receptoras formam 
complexos que atuam como fatores de transcrigao para regular 
a expressao de genes especificos. 

■ Hormonios peptidicos interagem com protemas receptoras li- 
gadas a membrana para ativar um sistema de sinalizagao que 
regula a expressao de genes especificos. 


CONTROLE MOLECULAR DA TRANSCRIGAO 
EM EUCARIONTES 

A transcrib 0 de genes eucarioticos e regulada por 
interagoes entre protemas e sequencias de DNA dentro 
ou perto dos genes. 

Grande parte das pesquisas atuais sobre expressao ge- 
nica eucariotica enfoca os fatores que controlam a transcri- 
9 ao. Esta intensa enfase no controle transcricional parcial- 
mente se deve ao desenvolvimento de tecnicas experimentais 
que permitdram o estudo em grande detalhe deste aspecto 
da regulagao genica. Entretanto, tambem e decorrente do 
destaque das ideias que surgiram dos estudos de genes pro- 
carioticos. Tanto em procariontes quanto em eucariontes, a 
transcribe) e o evento primario na expressao genica. E, por- 
tanto, o nivel mais fundamental em que a expressao genica 
pode ser controlada. 

Sequencias de DNA Envolvidas no 
Controle da Transcrigao 

A transcribe e iniciada no promotor de um gene, a regiao 
reconhecida pela RNA-polimerase. Entretanto, como dis— 
cutimos no Cap. 11, o infeio preciso da transcrigao a partir 
de proinotores de genes eucarioticos requer varias protemas 
acessorias, ou fatores basais de transcrigao. Cada uma des- 


sas protemas se liga a uma sequencia dentro do promotor 
para facilitar o alinhamento preciso da RNA-polimerase no 
filamento molde do DNA. 

A transcrigao dos genes eucarioticos tambem e controlada 
por uma variedade de fatores especiais de transcrigao, tais 
como os envoividos na regulagao de genes induzidos por ca- 
lor, luz e hormonios que ja discutimos. Estes fatores ligam- 
se a elementos de resposta ou, mais geralmente, a sequencias 
chamadas de acentuadores situadas na vizinhanga do gene. 
Os fatores especiais de transcrigao que se ligam a estes acen¬ 
tuadores podem interagir com fatores basais de transcrigao 
e com a RNA-polimerase, que se liga ao promotor de um 
gene. As interagoes que ocorrem entre os fatores especiais 
de transcrigao, os fatores basais de transcrigao e a RNA-po¬ 
limerase regulam a atividade transcricional de um gene. 

Os acentuadores exibem tres propriedades mais ou menos 
gerais: (1) eles atuam em distancias relativamente grandes - 
de ate varios milhares de pares de bases de seus genes regula- 
dos; (2) sua influencia na expressao genica e independente de 
orientagao - eles funcionam igualmente bem seja na orien- 
tagao normal ou invertida dentro do DNA; e (3) seus efeitos 
sao independentes de posigao - eles podem estar situados 
antecedentes ou posteriores a um fntron de um gene ou den¬ 
tro dele e ainda exercer grande efeito sobre a expressao do 
gene. Estas tres caracterfsticas distinguem os acentuadores 
dos promotores, que estao situados tipicamente logo antece- 
dendo o gene e funcionam apenas em uma orientagao. 

Os acentuadores podem ser relativamente grandes, com 
ate varias centenas de pares de bases de tamanho. Eles as 
vezes contem sequencias repetidas que tern por eles mes- 
mos uma atividade reguladora parcial. A maioria dos acen¬ 
tuadores funcionam de maneira histoespecffica, ou seja, 
estimulam a transcrigao apenas em alguns tecidos. Em ou- 
tros tecidos, eles sao simplesmente ignorados. Um claro 
exemplo desta histoespecificidade vem do estudo do gene 
yellow em Drosophila (Fig. 21.10). Este gene e responsavel 
pela pigmentagao em muitas partes do corpo - nas asas, 
nas pernas, no torax e no abdome. Moscas tipo selvagem 
apresentam um pigmento marrom bem escuro em todas 
estas estruturas, enquanto moscas mutantes apresentam 
um pigmento marrom-amarelado mais claro. Entetanto, 
em alguns mutantes, ha um padrao mosaico de pigmen¬ 
tagao, marrom bem escuro em alguns tecidos e marrom- 


0 gene yellow de Drosophila mais sequencias reguladoras antecedentes 
7,7 quilobases 
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Fig. 21.10 ■ Os acentuadores histoespecificos 
do gene yellow de Drosophila. 




















634 ■ REGULAQAO DA EXPRESSAO GENICA EM EUCARIONTES 


Q [NFOQUE TECNICO: GAL4, um Fator de Iranscrp de Levedoras 


Celulas de leveduras cultivadas em um meio que contenha ga¬ 
lactose mas nao glicose expressam especificamente varios genes 
cujos produtos estao envolvidos no metabolismo de glicose. Dois 
destes genes, GAL1 e GAL10 , estao separados por menos de uma 
quilobase nos cromossomos de leveduras (Fig. 1). A transcrigao 
destes genes e controlada por uma sequencia situada entre eles. 
Esta sequencia, chamada sequencia ativadora antecedente, ou 
UA5, e o si'tio de ligagao para uma proteina que ativa a transcrigao 
a partir dos promotores GAL1 e GAL10. Como tais promotores 
estao orientados em sentidos opostos, os genes de GAL1 e GAL10 
sao transcritos divergentemente. 

A proteina que se liga a UAS entre GAL1 e GAL10 e codificada 
por um gene nao ligado, GAL4. Este gene e constitutivamente 
transcrito em celulas de leveduras. Na presenga de galactose, a 
proteina GAL4 e capaz de ativar a transcrigao de GAL1 e GAL10, 
mas, na ausencia de galactose, a proteina GAL4 nao pode ativar a 
transcrigao destes genes. Assim, a galactose pode ser considerada 
um indutor da expressao genica de GAL1 e GAL10 - por um efeito 
da proteina GAL4. 

A proteina GAL4 tern 881 aminoacidos de tamanho. Experi- 
mentos com protefnas GAL4 truncadas mostraram que os primei- 


ros 73 aminoacidos sao suficientes para ligagao a UAS. Esta parte 
da proteina contem um motivo zinc finger , uma caracteristica es- 
trutural frequentemente associada a capacidade de se ligar ao 
DNA. Uma vez que a proteina GAL4 se tenha ligado ao DNA, ela 
pode ativar a transcrigao de genes vizinhos. Estudos com partes 
da proteina GAL4 mostraram que esta propriedade ativadora esta 
em dois domfnios separados. Um vai dos aminoacidos 148 a 196 
e o outro dos aminoacidos 768 a 881. A ativagao transcricional 
parece envolver o contato entre estas partes da proteina GAL4 e 
outras protefnas que se ligaram ao promotor do gene, incluindo, 
possivelmente, a RNA-polimerase II. 

As UAS situadas entre os genes GAL1 e GAL10 assemelham- 
se aos acentuadores encontrados em eucariontes superiores. Elas 
funcionam em ambas as orientagoes e a alguma distancia dos ge¬ 
nes que regulam. Entretanto, ao contrario do acentuador, elas nao 
podem funcionar posteriores ao sftio de infcio de transcrigao do 
gene. Analise molecular revelou que as UAS contem quatro sftios 
de ligagao de GAL4. Cada um e um palfndromo imperfeito de oito 
pares de bases centrado em um par de bases A:T. 

Quando a UAS e artificialmente inserida antecedendo um 
gene, este gene fica sob o controle da proteina GAL4. Este fe- 
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5 - TGAAGTACGGATTAGAAGCCGCCGAGCGGGTGACAGCCCTCCGAAGGAAGACTCTCCTCCGTGCGTCCTCGTCTTCACCGGTCGCGTTCCTGAAACGCAGATGTGCCTCGCGCCGCACTGCTCCGA- 3' 
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3ACTTCAT GCCTAATCTTCGGCGGCTCGCCCACTGTCGGGAGGCTTCCTTCTGAGAGGAGGCACGCAGGAGCAGAAGTGGCCAGCGCAAGGACTTTGCGTCTACACGGAGCGCGGCGTGACGAGGCT- 5' 
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Quatro sftios de ligacao da proteina GAL4 


Fig. 1 ■ Os genes GAL1 e GAL10 
em leveduras. A proteina GAL4 
regula de maneira coordenada 
estes genes divergentemente 
transcritos ligando-se a quatro 
sftios dentro da sequencia 
ativadora antecedente (UAS) 
entre eles. 


amarelado em outros. Estes padroes em mosaico se devem 
a mutagoes que alteram a transcrigao do gene yellow em 
alguns tecidos mas nao em outros. Pamela Geyer e Victor 
Corces mostraram que o gene yellow e regulado por varios 
acentuadores, alguns dos quais estao situados dentro de 
um mtron, e que cada acentuador ativa a transcrigao em 
um tecido diferente. Se, por exemplo, o acentuador para 
expressao na asa esta mutado, as nervuras nas asas sao mar- 
rom-amareladas em vez de marrom bem escuro. A bateria 
de acentuadores associados ao gent yellow permite que sua 
expressao seja controlada de modo histoespecifico. 

Um dos primeiros acentuadores a serem amplamente es- 
tudados esta situado no cromossomo do virus eucariotico 
SV40. Este virus infecta celulas de macaco e foi amplamente 
usado em pesquisas biologicas. Seu cromossomo circular 
de 5,2 kb contem um unico acentuador proeminente com 
cerca de 220 pares de bases de tamanho (Fig. 21.11 a, b ). O 


acentuador regula a transcrigao de dois grupos de genes no 
cromossomo do virus. Um grupo, situado a direita do acen¬ 
tuador, e transcrito bem cedo durante a infeegao e o outro 
grupo, situado a esquerda, e transcrito depois. O acentuador 
SV40 contem duas repetigoes .diretas com 72 pb, cada uma 
das quais e suficiente para a fungao acentuadora. Ele pode 
estar invertido ou movido para locais diferentes no cromos¬ 
somo de SV40 e ainda conserva sua capacidade reguladora. 
Alem disso, se ele esta inserido anterior ou posterior a outros 
genes eucarioticos, ele estimula a sua transcrigao. Estes efei- 
tos sao supostamente mediados por protefnas que se ligam 
ao acentuador. Curiosamente, examinando os cromossomos 
de SV40 ao microscopio eletronico, vemos que a regiao 
acentuadora nao esta enrolada ao redor dos nucleossomos 
(Fig. 21.11r). Uma interpretagao plausivel e que fatores de 
transcrigao ligados ao acentuador impedem a formagao do 
nucleossomo. 
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[NFOQUE JECHICO: GAL4, urn Fator de Transcricao de Leveduras (continuacao) 


nomeno foi primeiro demonstrado por Hitoshi Kakidani e Mark 
Ptashne em experimentos com celulas de hamster chines que 
foram transfectadas com dois plasmideos, urn levando uma ver- 
sao do gene GAL4 e o outro levando um gene “reporter” situado 
posterior as UAS. 1 O gene reporter codificou uma enzima (clo- 
ranfenicol-acetiltransferase, CAT) para a qual ha disponibilidade 
de uma analise bioquimica simples. Kakidani e Ptashne deter- 
minaram se a proteina GAL4 expressa por um dos plasmideos 
podia estimular a expressao do gene reporter CAT no outro plas- 
mideo ligando-se a UAS proximas. Seus resultados (Fig. 2) mos- 
traram que plasmideos portadores de um gene GAL4 intacto, 
ou um gene GAL4 que codifica o dominio de ligacao de UAS e 
pelo menos um dos dominios de ativacao transcricional da pro¬ 
tein a, eram capazes de estimular a expressao do gene reporter 

Vakidani, H., e M. Ptashne. 1988. GAL4 activates gene expression in mammalian 
cells .Cell 52:161-167. 


CAT. Entretanto, um plasmideo com um gene GAL4 que codifica 
apenas o dominio de ligacao de UAS nao podia estimular a ex¬ 
pressao do gene CAT. Assim, os dominios de ligacao de UAS e de 
ativacao transcricional da proteina GAL4 sao necessarios para a 
funqao biologica. 

A descoberta de que a proteina GAL4 pode regular a expressao 
de um gene perto de uma UAS tornou-se a base de um procedi- 
mento para estudar os efeitos da expressao genica eucariotica in 
vivo. Neste procedimento, uma UAS e inserida antes do sitio de 
inicio de transcricao de um gene, e o gene de fusao resultante e 
introduzido nas celulas de um organismo, seja transitoriamente 
por transfeccao seja permanentemente por transformaqao. Um 
gene GAL4 funcional e entao introduzido nas celulas para esti¬ 
mular a expressao do gene de fusao. Este procedimento fornece 
um modo para induzir a expressao do gene de fusao e portanto 
avaliar o significado da funqao deste gene em uma determinada 
populagao de celulas. 
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Fig. 2 ■ Resultados dos experimentos de 
Kakidani e Ptashne na regulaqao de GAL4 de 
um gene reporter CAT fusionado a uma UAS. 
A proteina GAL4 completa e duas proteinas 
deletadas sao capazes de estimular a 
expressao do gene reporter. Todas estas 
tres proteinas GAL4 contem o dominio de 
ligacao UAS e pelo menos um dos dominios 
de ativacao transcricional. Uma proteina 
GAL4 truncada contendo apenas o dominio 
de ligacao de UAS nao estimula a expressao 
do gene reporter. 


Como os acentuadores influenciam a transcricao de genes? 
Einbora nao seja conhecida uma resposta detalhada, parece 
que as proteinas que se ligam a acentuadores influenciam a ati¬ 
vidade das proteinas que se ligam a promotores, incluindo os 
fatores basais de transcricao e a RNA-polimerase. Este achado 
sugere que os dois grupos de proteinas estao em contato fi- 
sico, talvez porque os elementos acentuador e promotor ficam 
juntos por algum tipo de dobramento do DNA. Pesquisas 


recentes indicam que um complexo multimerico consistindo 
em pelo menos 20 proteinas diferentes medeia as interagoes 
entre fatores basais de transcricao e as proteinas que se ligam 
a acentuadores. Este complexo mediador pode dobrar o DNA 
de tal modo que as proteinas ligadas aos acentuadores ficam 
justapostas aquelas ligadas ao promotor. Deste modo, entao, 
proteinas ligadas aos acentuadores podem exercer controle da 
transcricao, que e iniciado no promotor. 
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Protemas Envolvidas no Controle da Transcricao: 
Fatores de Transcricao 

Pesquisas recentes identificaram um grande numero de pro- 
tefnas eucarioticas que estimnlam a ti'anscri^o. Muitas des- 
sas protemas parecem ter pelo menos dois dominios quimicos 
importantes: um dommio de ligagao ao DNA e um dominio 
de ativagao transcricional. Tais dominios podem ocupar par¬ 
tes separadas da molecula ou podem ser superpostos. No 
fator de transcrigao GAL4 de leveduras (veja Enfoque Tec- 
nico: GAL4, um Fator de Transcrigao de Leveduras), por 
exemplo, o dommio de ligagao ao DNA esta situado perto 
da ponta amino do polipeptfdeo. Dois dominios de ativagao 
transcricional estao presentes neste polipeptfdeo, um mais 
ou menos no meio e o outro perto do terminal carboxila. 
Nas protemas receptoras de hormonios esteroides, que sao 
fatores de transcrigao em animais, o dommio de ligagao ao 
DNA esta situado centralmente e parece estar superposto 
ao dominio de ativagao transcricional que vai ate o terminal 


amino. Os receptores de hormonios esteroides tambem tern 
um terceiro dommio que se liga especificamente ao hormo- 
nio esteroide. 

Embora o mecanismo detalhado de ativagao trans¬ 
cricional nao seja totalmente compreendido, ele parece 
envolver interagoes ffsicas entre protemas. Um fator de 
transcrigao que se ligou a um acentuador pode fazer con- 
tato com uma ou mais protemas em outros acentuadores 
ou pode interagir diretamente com protemas que estao 
ligadas a regiao do promotor. Por meio destes contatos e 
interagoes, o dommio de ativagao transcricional do fator 
pode entao induzir mudangas conformacionais nas protef- 
nas montadas, abrindo o caminho para a RNA-polimerase 
iniciar a transcrigao. 

Muitos fatores de transcrigao eucarioticos tern motivos 
estruturais caracterfsticos que resultam de associagoes en¬ 
tre aminoacidos dentro de suas cadeias polipeptfdicas. Um 
destes motivos e o zinc finger , uma curta alga polipeptfdica 
que se forma quando duas cistemas em uma parte do poli- 
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peptfdeo e duas histidinas em outra parte proxiina se juntam 
a um ion de zinco. O segmento peptfdico entre os dois pares 
de aminoacidos projeta-se do corpo principal da proteina 
como um tipo de dedo (Fig. 21.12#). Analise mutacional de- 
monstrou que estes dedos tem papeis importantes na ligagao 
do DNA. 

Um segundo motivo em muitos fatores de transcrigao e 
o helice-giro-helice, um trecho de tres helices pequenas 
de aminoacidos separadas umas das outras por giros (Fig. 
21.1 2b). Analises geneticas e bioquimicas mostraram que o 
segmento helicoidal mais proximo do terminal carboxila e 
necessario para ligagao do DNA. As outras helices parecem 
estar envoividas na formagao de dfmeros de proteina. Em 
muitos fatores de transcrigao, o motivo helice-giro-helice 
coincide com uma regiao altamente conservada de aproxi- 
madamente 60 aminoacidos denominada homeodominio, 
assim chamada porque ocorre em protemas codificadas 
pelos genes homeoticos de Drosophila. Analise classica de- 
monstrou que mutagoes nestes genes alteram os destinos 
desenvolvimentais de grupos de celulas (Cap. 22). Assim, 
por exemplo, mutagoes no gene Antennapedia podem fa- 
zer com que antenas se desenvolvam como pernas. Este 
fenotipo bizarro e um exemplo de uma transformagao ho- 
meotica - a substituigao de uma parte do corpo por outra 
durante o processo de desenvolvimento. Analise molecular 
dos genes homeoticos em Drosophila demonstrou que cada 
um codifica uma proteina com um homeodominio e que 
tais protemas podem ligar-se ao DNA. As protemas de ho- 
meodomfnio estimulam a transcrigao de determinados ge¬ 
nes de modo espacial e temporalmente especifico durante 
o desenvolvimento. Protemas de homeodominio tambem 
foram identificadas em outros organismos, incluindo seres 
humanos, em que tem papeis importantes como fatores de 
transcrigao. 

Um terceiro motivo estrutural encontrado em fatores de 
transcrigao e o ziper de leucina, um trecho de aminoacidos 
com uma leucina em cada setima posigao (Fig. 21.12r). Po¬ 
lipeptfdeos com esta caracteristica podem formar dfmeros 
por interagoes entre leucinas em cada uma das regioes de 
ziper. Geralmente, a seqliencia ziper e adjacente a um tre¬ 
cho de aminoacidos de carga positiva. Quando dois zfperes 
interagem, essas regioes carregadas vao em sentidos opostos, 
formando uma superffcie que pode ligar-se a um DNA de 
carga negativa. 

Um quarto motivo estrutural encontrado em alguns fato¬ 
res de transcrigao e a helice-alca-helice, um trecho de duas 
regioes helicoidais de aminoacidos separados por uma alga 
nao helicoidal (Fig. 21.1 2d). As regioes helicoidais permitem 
a dimerizagao entre dois polipepddeos. As vezes, o motivo 
helice-alga-helice e adjacente a um trecho de aminoacidos 
basicos (de carga positiva), de modo que, quando ocorre di¬ 
merizagao, esses aminoacidos podem ligar-se ao DNA de 
carga negativa. Protefnas com esta caracteristica sao chama- 
das HLH bdsicas , ou hHLH. 

Os fatores de transcrigao com motivos de dimerizagao tais 
como o ziper de leucina ou helice-alga-helice, em princfpio, 


combinam-se com polipeptfdeos como eles mesmos para 
formar homodfmeros, ou podem combinar-se com polipep- 
tfdeos diferentes para formar heterodfmeros. Esta segunda 
possibilidade sugere um modo pelo qual podem ser atingi- 
dos padroes complexos de expressao genica. A transcrigao 
de um gene em um tecido particular pode depender da ati- 
vagao por um heterodfmero, que so pode formar-se se seus 
polipeptfdeos constituintes forem produzidos neste tecido. 
Alem disso, estes dois polipeptfdeos teriam de estar presen- 
tes nas quantidades corretas para favorecer a formagao do 
heterodfmero em relagao ao homodfmero correspondente. 
Modulagoes sutis na expressao genica podem portanto ser 
obtidas mudando-se as concentragoes dos dois componentes 
de um heterodfmero. 





(c) Motivo ziper de leucina. (d) Motivo helice-alca-helice. 

Fig. 21.12 ■ Motivos estruturais dentro de tipos diferentes de 
fatores de transcrigao. (a) Motivos zinc-finger no fator SP1 de 
transcrigao de mamiferos. (b) Motivo helice-giro-helice em um 
fator de transcrigao homeodominio. (c) Motivo ziper de leucina que 
permite que dois polipeptideos se dimerizem e entao se liguem ao 
DNA. ( d) Um motivo helice-alga-helice que permite dimerizagao de 
dois polipeptideos e entao a ligagao ao DNA. 
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Hi PONTOS IMPORTANTES 

■ Os acentuadores atuam de modo independents de orientagao 
a distancias consideraveis para regular a transcrigao de um pro¬ 
motor do gene. 

■ Os fatores de transcribe* reconhecem sequences especificas 
de DNA dentro dos acentuadores e se ligam a elas. 

■ Os fatores de transcrigao possuem motivos estruturais carac- 
terfsticos tais como zinc finger , helice-giro-helice, zfper de leu- 
cina e helice-alga-helice. 


REGULA(A0 POS-TRANSCRICIONAL DA 
EXPRESSAO GENICA POR INTERFERENCE 
DERNA 

Pequenos RNA nao codificantes podem regular a 
expressao de genes eucarioticos interagindo com os 
mRNA produzidos por estes genes. 

Embora grande parte da regulagao genica eucariotica 
ocorra em nivel transcricional, pesquisas recentes demons- 
traram que mecanismos pos-transcricionais tambem tem 
papeis importances em regular a expressao de genes eucari¬ 
oticos. Alguns desses mecanismos envolvem pequenos RNA 
nao codificantes. Por pareamento de bases com seqiiencias 
alvos em moleculas de RNA mensageiro, esses pequenos 
RNA interferem na expressao genica. Assim, este tipo de re¬ 
gulagao genica pos-transcricional e chamado de RNA de in¬ 
terferencia, geralmente com a abreviatura RNAi. A maioria 
dos dpos de organismos eucarioticos sao capazes de RNAi. 
Entre os organismos genetdeos modelos, este fenomeno foi 
bem estudado no nematodeo Caenorhabditis elegans , em Dro¬ 
sophila , e em Arabidopsis. Ele tambem existe em mamiferos, 
incluindo seres humanos. Curiosamente, o RNAi nao esta 
presente na levedura Saccharomyces cerevisiae , embora esteja 
presente na levedura Schizosaccharomyces pombe. Como ve- 
remos, a ampla capacidade de organismos eucarioticos de 
regular a expressao genica por RNAi permitiu a geneticistas 
analisar as fungous dos genes em organismos que nao sao 
passiveis de enfoques geneticos tipo padrao. 

Vias de RNAi 

O fenomeno de RNA de interference, que e resumido na 
Fig. 21.13, envolve pequenas moleculas de RNA chamadas 
de pequenos RNA de interference (siRNA) ou microRNA 
(miRNA). Estas moleculas, com 21 a 28 pares de bases de ta- 
rnanho, sao produzidas a partir de moleculas bifilamentares 
de RNA maiores pela agao enzimatica de protemas que sao 
endonucleases especificas de RNA bifilamentar. Como tais 
endonucleases cortam grandes RNA em pedacos pequenos, 
elas sao chamadas de enzimas Dicer. O nematodeo Cae- 
norhabditis elegans produz um unico tipo de enzima Dicer, 


Drosophila produz duas enzimas Dicer diferentes e Arabidop¬ 
sis produz pelo menos tres. Em C. elegans e Drosophila , essas 
enzimas atuam no citoplasma; em Arabidopsis , elas provavel- 
mente atuam no nucleo. Os siRNA e miRNA produzidos 
por atividade Dicer fazem pares de bases ao longo de seu 
tamanho exceto em suas pontas 3’, onde dois nucleotideos 
nao estao pareados. 

No citoplasma, os siRNA e miRNA tornam-se incor- 
porados a particulas de ribonucleoproteinas. O siRNA bi¬ 
filamentar ou miRNA nestas particulas e deselicoidizado, 
e um de seus filamentos e preferencialmente eliminado. O 
filamento unico de RNA sobrevivente e entao capaz de in- 
teragir com moleculas especificas de RNA mensageiro. Essa 
interacao e mediada por pareamento de bases entre o RNA 
unifilamentar no complexo RNA-protema e uma seqiien- 
cia complementar na molecula de RNA mensageiro. Como 
esta interacao impede a expressao do gene que produziu o 
mRNA, a particula RNA-protema e chamada de Complexo 
de Silenciamento Induzido por RNA (RISC). 

Os RISC de organismos diferentes variam de tamanho e 
composigao. Entretanto, todos con tem pelo menos uma mo¬ 
lecula da chamada familia Argonauta de protemas. A fungao 
destas protemas nao e totalmente compreendida. Sempre 
que o pareamento de bases entre o RNA dentro de RISC 
e a seqiiencia alvo no mRNA e perfeito ou quase perfeito, 
o RISC corta o mRNA alvo no meio da regiao com pare¬ 
amento de bases. O mRNA cortado e entao degradado. A 
endonuclease responsavel por cortar o mRNA atualmente 
e desconhecida. Entretanto, ela pode ser uma proteina Ar¬ 
gonauta. Apos a clivagem, o RISC pode associar-se a outra 
molecula de mRNA e induzir sua clivagem. Como RISC 
pode ser usado repetidamente sem perder sua capacidade de 
atingir e cortar o mRNA, ele se comporta como um catali- 
sador. RNA associados ao RISC que resultam na clivagem 
do mRNA geralmente sao chamados de pequenos RNA 
de interferencia. Sempre que o RNA dentro do RISC fizer 
par imperfeitamente com sua seqiiencia alvo, o mRNA ge- 
ralmente nao e clivado; em vez disso, a tradugao do mRNA 
e inibida. RNA associados ao RISC que tem este efeito ge¬ 
ralmente sao chamados de microRNA. Em animais, as se- 
qiiencias alvos de RISC sao encontradas nas regioes 3’ nao 
traduzidas de moleculas de mRNA, e geralmente tais seqiien- 
cias estao presentes varias vezes dentro da regiao 3’ nao 
traduzida (UTR). Em plantas, as seqiiencias alvos de RISC 
geralmente estao situadas dentro da regiao codificante do 
mRNA ou dentro das UTR 5’ dos mRNA. 

Fontes de Pequenos RNA de Interferencia e microRNA 

Algumas das moleculas do pequeno RNA que induzem o 
RNAi sao derivadas de transcritos dos genes de microRNA. 
Estes genes, em geral indicados pelo simbolo mir, sao en- 
contrados nos genomas de muitos tipos de eucariontes; cerca 
de 100 genes mir estao presentes nos genomas de C. elegans 
e Drosophila e cerca de 250 estao presentes nos genomas de 
vertebrados. Inicialmente, alguns destes genes foram iden- 
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tificados por analise de mutagoes que alteraram a regulagao 
de outros genes. Quando os genes mir definidos por essas 
mutagoes foram analisados em nfvel molecular, foi obser- 
vado que eles tinham pouco ou nenhum potencial de codi- 
ficagao de protefnas. De fato, eles possuiam uma estrutura 
peculiar. Cada um deles continha um trecho de nucleotideos 
repetido em orientacoes oposlas ao redor de um curto seg- 
mento intercalar de DNA. Quando transcrita, esta estrutura 
invertida repetida gera um RNA que pode dobrar-se sobre 
si mesmo para formar uma curta haste bifilamentar na base 
de uma alga unifilamentar (Fig. 21.1%). Uma enzima cha- 
mada Drosha reconhece esta regiao haste-alga e a remove 
do transcrito primario do gene mir. A haste-alga liberada e 
entao exportada para o citoplasma onde e clivada por Dicer 
para formar um miRNA. Em C. elegans , onde este processo 
foi descoberto, Dicer remove a alga e apara a haste para um 
tamanho de 22 nucleotideos em cada um de seus filamentos. 
Apos maturagao em RISC, o miRNA, agora unifilamentar, 
pode ter como alvo uma seqiiencia no mRNA produzido por 
outro gene. A Fig. 21.1% mostra o pareamento de bases en- 
tre o miRNA do gene mir de C. elegans lin-4 e um dos alvos 
deste miRNA na UTR3’ do mRNA de um gene codificante 
de proteina, tin-14. Por este pareamento de bases, o miRNA 
de tin-4 reprime a tradugao do mRNA de lin-14. 

Desde a descoberta desses genes mir definidos muta- 
cionalmente, muitos outros genes mir foram encontrados 
usando-se programas de computador para triar seqiiencias 
de DNA genomico de C. elegans , Drosophila e outros orga- 
nismos modelos quanto a estrutura de repetigao invertida 
caracteristica. Muitos dos candidatos a gene mir identifi- 
cados por este enfoque genomico baseado em computagao 
foram verificados detectando-se miRNA derivados desses 
extratos celulares. Genes cujos mRNA content seqiien- 
cias alvos de miRNA estao tambem sendo identificados 
por uma combinagao de analise baseada em computagao 


e experimentagao in vivo. Muitos desses genes codificam 
fatores de transcrigao ou outras protemas desenvolvimen- 
talmente importantes. 

Alguns dos RNA que induzem RNAi sao derivados da 
transcrigao de outros elementos no genoma, tais como 
transposons e transgenes, e eles tambem sao derivados de 
virus com RNA. Os modos pelos quais esses tipos de RNA 
de interference sao formados ainda nao sao totalmente 
compreendidos. Algum aspecto do transposon, transgene ou 
RNA viral o marca como incomum. Em plantas e nema- 
todeos, esses RNA incomuns podem ser copiados em mo- 
leculas de RNA complementares por enzimas conhecidas 
como RNA-polimerases dependentes de RNA (RdRP). Se o 
filamento de RNA complementar permanece fazendo pare¬ 
amento de bases com o molde do qual foi feito, a molecula 
de RNA bifilamentar resultante pode ser cortada em siRNA 
por enzimas do tipo Dicer. Entao, os siRNA produzidos por 
Dicer podem entrar em uma via de RNAi e ter como alvo 
a populagao de RNA que originalmente deu origem a eles. 
Deste modo, RNA potencialmente problematicos derivados 
de transposons, transgenes ou virus podem ser direcionados 
para repressao ou degradagao. Esta aplicagao de RNAi pode 
representar sua fungao mais primitiva - proteger organismos 
contra infecgoes virais e transposigao descontrolada. Em 
contraste, os sistemas complexos baseados no miRNA para 
regulagao genica evidente em organismos como C. elegans 
parecem representar aplicagoes altamente desenvolvidas do 
RNAi. 

Pesquisadores descobriram que o RNAi tambem pode ser 
induzido por RNA bifilamentar que foi preparado in vitro 
por transcrigao de genes clonados ou segmentos de genes 
(veja Um Marco na Genetica: A Descoberta do RNiV de In- 
terferencia, no final deste capitulo). O DNA e transcrito em 
ambos os sentidos inserindo-o em orientagoes opostas em 
um vetor de clonagem adequado ou inserindo copias inver- 
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ticks do DNA posteriores a um unico promotor (veja Cap. 
17). Moleculas bifilamentares de RNA derivadas dos trans- 
critos de tais clones podem ser transfectadas para celulas 
cultivadas. Elas tambem podem ser injetadas em organismos 
vivos. Uma vez dentro das celulas, o RNA bifilamentar entra 
em uma via de RNAi. Ele e cortado em moleculas de siRNA, 
que sao entao incorporadas em complexos RNA-proteina e 
direcionadas para mRNA contendo sequencias complemen- 
tares. Os mRNA alvos geralmente sao degradados. Assim, o 
tratamento de celulas ou organismos com um tipo particular 
de RNA bifilamentar exerce o efeito de inativar ou atenuar a 
expressao do gene que corresponde a este RNA. E, portanto, 
equivalente a induzir uma mutagao amorfica ou hipomorfica 
no gene. Usando este enfoque, geneticistas foram capazes de 
estudar as conseqiiencias de eliminagao ou atenuagao da ex¬ 
pressao de determinados genes em uma ampla variedade de 
organismos, incluindo alguns nos quais a analise genetica e 
dificil, lenta ou impossivel. Assim, o RNAi esta sendo usado 
para analisar a fungao de genes em peixes, roedores e seres 
humanos, bem como em organismos modelos mais simples 
tais como C. ele gam. Drosophila e Arabidopsis. 

mm PONTOSIMPORTANTES 

■ Pequenos RNA de interferencia e microRNA sao produzidos 
a partir de precursores bifilamentares maiores pela agao de 
endonucleases do tipo Dicer. 

■ Nos Complexos de Silenciamento Induzidos por RNA (RISC), 
siRNA e miRNA tornam-se unifilamentares, de modo que po¬ 
dem ter como alvo sequencias complementares em moleculas 
de RNA mensageiro. 

■ O RNA mensageiro que foi alvo de siRNA e clivado e o mRNA 
que foi alvo de miRNA e impedido de servir como molde para 
a sfntese de polipeptideos. 

■ Centenas de genes para miRNA estao presentes em genomas 
eucarioticos. 

■ Transposons e transgenes podem estimular a smtese de 
siRNA. 

■ O RNA de interferencia e usado como uma ferramenta de pes- 
quisa para inativar ou atenuar a expressao de genes em celulas 
e organismos inteiros. 


EXPRESSAO GENICA E ORGANIZACAO 
CROMOSSOMICA 

Muitas caracteristicas de cromossomos influenciam a 
transcrigao de genes. 

O evento primario na expressao genica e a transcrigao 
do DNA em RNA. Para que isto ocorra, o DNA deve estar 
acessfvel a RNA-polimerase e a uma variedade de outras pro- 
temas que ajudam a iniciar a transcrigao. Se o DNA estiver 
fortemente ligado a histonas ou a outros tipos de protemas 
u de embalagem”, ele tambem pode estar muito condensado 


para permitir transcrigao. A posigao cromossomica tambem 
pode afetar a transcrigao de genes porque genes que foram 
transpostos para locais diferentes dentro de um cromossomo 
geralmente apresentam expressao alterada. Essas altera goes 
podem ser causadas por acentuadores no novo local cromos- 
somico ou por outros aspectos da estrutura cromossomica. 
Todos estes fenomenos indicam que a expressao genica e 
influenciada pela organizagao cromossomica. 

Transcrigao em Al^as de Cromossomos Plumosos 

Poucos genes, se algum, em cromossomos altamente con- 
densados, tais como os encontrados na metafase da mitose 
ou em espermatozoides maduros, sao transcritos. Para ser 
transcrita, a cromatina deve estar “aberta” ao aparelho de 
transcrigao. Algumas das primeiras evidencias que apoiam 
esta ideia vieram da localizagao citologica da transcrigao nos 
cromossomos meioticos de ovocitos de anfibios. Estes gran- 
des cromossomos duplicados (400 a 800 |im de tamanho), 
chamados cromossomos plumosos, consistem em um eixo 
altamente condensado circundado de varios pares de algas 
laterals (Cap. 9). 

As algas laterals de cromossomos plumosos sao regioes 
de intensa atividade transcricional (Fig. 21.15). Pesquisado- 
res demonstraram esta atividade por marcagao de pulso em 
ovocitos de anfibios com 3 H-uridina e entao examinando os 
cromossomos por auto-radiografia. A 3 H-uridina e incor¬ 
pora da ao RNA recem-sintetizado. A auto-radiografia com 
marcagao de pulso de ovocitos revela que a uridina radioa- 
tiva esta situada ao redor das algas laterals dos cromossomos 
plumosos, e nao ao redor dos eixos condensados. Assim, as 
algas mais frouxamente organizadas estao ativamente envol- 
vidas na smtese de RNA. 

Transcrigao em Puffs de Cromossomos Politenicos 

A evidencia citologica adicional de transcrigao em regioes 
cromossomicas “abertas” origina-se do estudo de cromos¬ 
somos politenicos em Drosophila e outros insetos dfpteros. 
Como discutido no Cap. 6, estes cromossomos consistem em 
centenas de cromatides irmas alinhadas lado a lado, criando 
um grosso e grande cabo que e longitudinalmente diferen- 
ciado em bandas claras e escuras. Por muitos anos, acredi- 
tava-se que as bandas, chamadas cromomeros, tinham um 
significado funcional. Um motivo para esta especulagao e que 
durante o curso do desenvolvimento bandas particulares se 
expandem em estruturas difusas menos densamente coradas 
chamadas puffs (Fig. 21.16). Experimentos de hibridizagao 
in situ mostraram que os puffs contem genes que estao sendo 
ativamente transcritos. Nestes experimentos, um RNA ou 
DNA radioativamente marcado que contem uma seqiiencia 
especffica e desnaturado e hibridizado com RNA ou DNA 
desnaturado em cromossomos que foram preparados para 
analise citologica. A sonda marcada de RNA ou DNA liga- 
se a sua seqiiencia complementar nos cromossomos, isto e, 
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Fig. 21.15 ■ Fotomicrografia 
mostrando a transcrigao das algas de 
DNA de cromossomos plumosos de 
anfibio. 


liga-se in situ. A localizagao da sonda ligada e entao reve- 
lada por auto-radiografia. A aplicagao desta tecnica mostra 
que os puffs em cromossomos politenicos contem seqiiencias 
de DNA que estao sendo ativamente transcritas em RNA. 
Com o tempo, determinados puffs regridem e formam-se 
novos em locais diferentes nos cromossomos. Esta seqiiencia 
temporal de formagao de puffs e controlada pela ecdisona, 
um hormonio esteroide que aparece em pulsos em epocas 
diferentes durante o desenvolvimento. Uma interpretacao 
plausfvel e que a ecdisona induz transcrigao em bandas com 
puffs. Puff's tambem podem ser induzidos por outros fatores 
como choque provocado por calor. Quando larvas de Droso¬ 
phila sao incubadas em temperaturas maiores que 33°C, va- 
rios novos puffs aparecem nos cromossomos politenicos, e os 
anteriores regridem. Os novos puffs correspondem aos genes 
do choque termico. Tais estudos citologicos com Drosophila 



Fig. 21.16 ■ Um puff (seta) nos cromossomos politenicos de 
Drosophila. 


mostram, portanto, que regioes cromossomicas difusas ex- 
pandidas sao sftios de intensa sfntese de RNA. 

Organiza^ao Molecular de DNA 
Transcricionalmente Ativo 

Os achados com cromossomos plumosos e politenicos levan- 
tam questoes sobre a organizagao molecular do DNA trans¬ 
cricionalmente ativo. Esse DNA e de fato mais “aberto” que 
o DNA nao transcrito? Esta pergunta foi respondida ava- 
liando-se a sensibilidade do DNA na cromatina a agao da de- 
soxirribonuclease I pancreatica (DNase I), uma enzima que 
corta moleculas de DNA e as degrada em seus nucleotideos 
constituintes. Em 1976, Mark Groudine e Harold Weintraub 
demonstraram que o DNA transcricionalmente ativo e mais 
sensivel a DNase I do que o DNA nao transcrito. Groudine 
e Weintraub extrairam cromatina de hemacias de galinhas e 
a digeriram parcialmente com DNase I. Entao eles sonda- 
ram o material residual da cromatina quanto a seqiiencias 
de dois genes, (3-globina, que e ativamente transcrito em 
hemacias, e ovalbumina, que nao e. Eles descobriram que 
mais de 50% do DNA de (3-globina tinha sido digerido pela 
enzima DNase I, em comparagao com apenas 10% do DNA 
de ovalbumina. Estes resultados sugerem fortemente que o 
gene ativamente transcrito estava mais u aberto” ao ataque 
da nuclease. Pesquisas subseqiientes mostraram que a sensi¬ 
bilidade a nuclease de genes transcricionalmente ativos de- 
pende de pelo menos duas pequenas protefnas nao-histonas, 
HMG14 e HMG17 (HMG de grupo de alta mobilidade, 
pois tern alta mobilidade durante a eletroforese em gel). 
Quando tais protefnas sao removidas da cromatina ativa, a 
sensibilidade a nuclease e perdida; quando sao novamente 
adicionadas, ela e restaurada. 
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O tratamento da cromatina isolada com uma concentra- 
gao muito baixa de DNase I faz com que o DNA seja clivado 
em alguns sftios especfficos, apropriadamente chamados de 
sitios hipersensiveis a DNase I. Foi demonstrado que al¬ 
guns desses, sitios estao antecedentes a genes transcricional- 
mente ativos, emregioes do promotor ou do acentuador. O 
significado funcional destes sitios hipersensiveis ainda nao 
esta claro, mas algumas evidencias sugerem que podem mar- 
car. regides nas quais o DNA esta localmente deselicoidi- 
zado, talvez porque a transcrigao comegou. 

No caso dos genes de P-globina humana, varios sftios hi- 
persensfveis a DNase I estao situados em uma regiao contro- 
ladora de locus (LCR) com 15 kb de tamanho antecedente 
aos proprios genes. A LCR content sftios de ligagao para fa- 
tores de transcrigao que pre-ativam os genes de P-globina 
para transcrigao. A pre-ativagao e detectada por aumento na 
sensibilidade do DNA dentro da LCR a digestao com baixas 
concentragoes de DNase I. A transcrigao dos genes de P- 
globina parece requerer essa pre-ativagao e e estimulada por 
fatores de transcrigao que se ligam a acentuadores especfficos 
no complexo do gene de p-globina. Entretanto, o tecido e a 
especificidade temporal da expressao do gene de P-globina 
dependent de seqiiencias inseridas na LCR. Estudos com ca- 
mundongos transgenicos indicam que a LCR nao e apenas 
uma grande colegao de acentuadores que exercem controle 
sobre varios genes de p-globina. A LCR deve estar situada 
antecedente aos genes de p-globina e em sua orientagao na¬ 
tural para controlar apropriadamente a expressao genica. Isto 
e, ela funciona de ntodo dependente da orientagao. Os acen¬ 
tuadores tipicamente funcionam de ntodo independente de 
orientagao e em posigoes diferentes em relagao a um promo¬ 
tor do gene. A LCR tern outra caracterfstica que a distingue 
dos acentuadores simples: ela pode controlar a expressao do 
gene de p-globina quando todo o grupo de genes (LCR mais 
os genes de P-globina) esta inserido em uma posigao cromos- 
somica diferente. Os acentuadores, em contraste, em geral 
falharn em funcionar quando eles e seus genes associados sao 
transposes para um local cromossomico diferente. Assim, 
a LCR parece isolar os genes de P-globina da influencia da 
cromatina ao redor deles. 

Remodelagem da Cromatina 

Experiments que avaliam a sensibilidade do DNA a diges¬ 
tao com DNase I estabeleceram que o DNA transcrito e mais 
acessfvel ao ataque da nuclease do que o DNA nao trans¬ 
crito. O DNA transcrito esta embalado em nucleossontos? 
Se esta, que mudangas estruturais ocorrem nos nucleosso¬ 
ntos durante a transcrigao? Os nucleossomos estao “abertos” 
e “fechados” a medida que a RNA-polimerase passa pelo 
DNA molde? Os esforgos para responder a estas pergun- 
tas tern envolvido uma combinagao de enfoques geneticos e 
bioqufmicos segundo os quais o DNA transcrito esta de fato 
compactado em nucleossomos. Entretanto, no DNA trans¬ 
crito, os nucleossomos estao alterados por complexos mul- 
tiproteicos que facilitam a agao da RNA-polimerase. Esta 


alteragao de nucleossomos na preparagao para transcrigao e 
chamada de remodelagem da cromatina. 

Foram identificados dois tipos gerais de complexos de 
remodelagem de cromatina. Um tipo e compose de en- 
zimas que transferem grupos acetil para o aminoacido li- 
sina em posigoes especfficas nas histonas dos nucleossomos. 
Como uma classe, estas enzimas sao chamadas de histona- 
acetiltransferases (HAT). Varios estudos mostraram que a 
acetilagao de histonas esta correlacionada com aumento de 
expressao genica, talvez porque a adigao de grupos acetil 
affouxa a associagao entre o DNA e os octameros de his- 
tona nos nucleossomos. As cinases, enzimas que transferem 
grupos fosfato para moleculas, tambem podem ter um papel 
junto com esses complexos de remodelagem de cromatina. 
Sabe-se, por exemplo, que a acetilagao de lisina-14 em his- 
tona H4 em geral e precedida de fosforilagao de serina-10 
nesta molecula. Juntas, estas duas modificagoes da histona 
H4 parecem “abrir” a cromatina para aumento de atividade 
transcricional. 

Um outro tipo de complexo de remodelagem de croma¬ 
tina perturba a estrutura do nucleossomo na vizinhanga do 
promotor de um gene. O mais intensamente estudado destes 
complexos e o SWI/SNF encontrado na levedura do pao. 
Este complexo e designado pelos dois tipos de mutagoes 
(mudanga inibida e nao fermentador de sacarose) que leva- 
ram a descoberta de suas protefnas constituintes. Complexos 
correlatos foram encontrados nas celulas de outros organis- 
mos, incluindo seres humanos. O complexo SWI/SNF con- 
siste em pelo menos oito protefnas. Ele regula a transcrigao 
deslocando octameros de histona ao longo do DNA asso- 
ciado em nucleossomos. Ele tambem pode transferir esses 
octameros para outros locais em uma molecula de DNA. A 
mudanga de nucleossomos catalisada pelo complexo SWI/ 
SNF aparentemente da aos fatores de transcrigao acesso ao 
DNA. Tais fatores entao estimulam a expressao do gene. 

Discutimos a remodelagao da cromatina do ponto de vista 
da ativagao genica. Entretanto, a cromatina ativa tambem 
pode ser remodelada em cromatina inativa. Essa remodela¬ 
gem reversa parece envolver duas modificagoes bioqufmi- 
cas das histonas nos nucleossomos: desacetilagao, catalisada 
pelas histona-desacetilases (LIDAC), e metilagao, catalisada 
pelas histona-metiltransferases (FLMT). Alguns dos nucleo- 
tfdeos no DNA tambem podem ser metilados por um grupo 
de enzimas chamadas DNA-metiltransferases (DNMT). A 
cromatina que foi submetida a estas modificagoes tende a 
ser transcricionalmente silenciosa. A metilagao do DNA e 
explorada com mais detalhes em outra segao desta obra. 

Eucromatina e Heterocromatina 

Variagao na densidade da cromatina dentro dos nucleos das 
celulas resulta em uma coloragao diferencial de trechos dos 
cromossomos. O material densamente corado e chamado 
de heterocromatina, e sua contraparte de coloragao clara 
e chamada de eucromatina. Qual o significado funcional 
destes tipos diferentes de cromatina? 
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Uma combinagao de analise genetica e molecular mos- 
trou que a maioria dos genes eucarioticos estao situados na 
eucromatina. Alem disso, quando genes eucromaticos sao 
artificialmente transpostos para um ambiente heterocroma¬ 
tico, eles tendem a funcionar anomialmente, e, em alguns 
casos, nao fnncionar. Essa capacidade prejudicada de funcio¬ 
nar pode criar uma mistura de caracterfsticas normais e mu- 
tantes no mesmo individuo, uma condigao chamada de va¬ 
riegagao de efeito de posigao. Este termo e usado porque a 
variabilidade no fenotipo e causada por mudanga de posigao 
do gene eucromatico, especificamente relocando-o para a 
heterocromatina. Muitos exemplos de variegagao de efeito 
de posigao foram descobertos em Drosophila, geralmente em 
associagao a inversoes ou translocagoes que movem um gene 
eucromatico para a heterocromatina. O alelo white mottled, 
tv™ ? e um bom exemplo. Neste caso, um alelo tipo selvagem 
do gene white foi relocado por uma inversao, com uma que- 
bra perto do locus white e a outra na heterocromatina basal do 
cromossomo X. Este rearranjo interfere na expressao normal 
do gene white e causa um fenotipo olho salpicado. Aparen- 
temente, o gene eucromatico white nao pode funcionar bem 
em um ambiente heterocromatico. Este e outros exemplos 
levaram ao conceito de que a heterocromatina reprime o 
funcionamento genico, talvez porque esta condensada em 
uma forma que nao e acessivel a maquinaria transcricional. 
Pesquisas continuadas ten tarn identificar as protefnas que 
podem estar envolvidas neste processo de condensagao. 

L ma estrategia de pesquisa e identificar genes que, quando 
mutantes, suprimem ou acentuam a variegagao do efeito de 
posigao. Triagens de tais mutagoes usaram o alelo variegado 
w™ do locus white em Drosophila como uma analise conve- 
niente. Quando w”' 4 e combinado com um supressor de va¬ 
riegagao do efeito de posigao, isto e, uma mutagao su(var), a 
cor de olho da mosca sera tipo selvagem, ou quase; quando 
w m e combinado com um acentuador de variegagao do efeito 
de posigao, isto e, com uma mutagao e(var), a cor do olho 
sera mais salpicada do que e com w m4 isolado. A Fig. 21.17 



Fig. 21.17 ■ Fotos mostrando o fenotipo do olho de uma mosca 
com o alelo w m4 (a esquerda) e uma mosca com este alelo junto com 
um supressor de variegagao dominante, Su(var)205 4 (a direita). 


mostra o efeito de um dominante supressor da variegagao 
do efeito de posigao, Su(var)205 4 , no fenotipo w m4 . Analise 
molecular demonstrou que esta mutagao supressora impede 
a produgao de uma protema cromossomica nao histonica 
que se associa predominantemente com a heterocromatina. 
iVloscas heterozigotas para a mutagao Su(var)205 4 suprimem 
o fenotipo w m4 . Entretanto, moscas que sao homozigotas 
para ela morrem cedo no desenvolvimento. Assim, a pro- 
tefna codificada pelo gene tipo selvagem Su(var)205 , cha¬ 
mada protema de heterocromatina 1, ou simplesmente HP1 , e 
essencial para a vida. Talvez uma mutagao em uma copia do 
gene Su(var)205 reduza a quantidade de EIPl o suficiente 
para relaxar a heterocromatina mas nao o suficiente para a 
desenrolar. Neste estado relaxado, um gene eucromatico tal 
como w m4 que ficou sob a influencia repressiva da heterocro- 
matina e expresso em mveis normais. Conseqiientemente, o 
fenotipo que ele controla para de variegar. 

Aproximadamente 30% do DNA de Drosophila e hetero¬ 
cromatico. A maioria desse DNA esta situada ao redor dos 
centromeros dos cromossomos. Entretanto, parte dele esta 
na eucromatina e parte situada nas pontas, ou telomeros, 
dos cromossomos. Assim, em Drosophila, estao presentes tres 
tipos de heterocromatina: heterocromatina centrica (ao re- 
dor dos centromeros), heterocromatina intercalar (dispersa 
na eucromatina) e heterocromatina telomerica (nas pontas 
dos cromossomos). 

A maioria das regioes heterocromaticas no genoma de 
Drosophila sao ricas em seqiiencias de DNA repetitivo. Tanto 
seqiiencias altamente repetidas quanto moderadamente re- 
petidas podem ser encontradas nestas regioes, e as seqiien- 
cias moderadamente repetidas compreendem muitos tipos 
de elementos de transposigao, especialmente retroposons 
inativos (Cap. 18). As regioes heterocromaticas do genoma 
de Drosophila tambem content alguns genes expressos. Va- 
rias centenas de genes para RNA ribossomico estao situa- 
das na heterocromatina centrica dos cromossomos X e Y, e 
sabe-se que cerca de 20 genes codificantes de proteinas estao 
em outras regioes heterocromaticas do genoma de Droso¬ 
phila . Assim, a heterocromatina nem sempre esta associada 
a inatdvidade genetica completa. Curiosamente, quando um 
gene heterocromatico e levado para um ambiente eucroma¬ 
tico por um rearranjo cromossomico, sua expressao tende a 
variegar. Alem disso, essa variegagao tende a ser acentuada 
pelas mutagoes su(var) que suprimem a variegagao de um 
gene eucromatico que foi colocado em um ambiente hete¬ 
rocromatico. O fato de que genes heterocromaticos exibem 
efeitos de posigao opostos aos genes eucromaticos indica que 
eles estao especialmente adaptados a funcionar em um am¬ 
biente heterocromatico. Entretanto, a natureza dessa adap- 
tagao atualmente e desconhecida. 

Silenciamento Genico 

Embora a heterocromatina tenha a capacidade de reprimir os 
genes eucromaticos que foram colocados proximo a ela por 
um rearranjo cromossomico, esta caracteristica da cromatina 
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nao e a unica que impede a expressao genica em eucariontes. 
Estudos com muitos organismos diferentes indicam que ou- 
tros aspectos de organizagao da cromatina, alguns possivel- 
mente relacionados com os componentes proteicos da he- 
terocromatina, controlam a atividade genica. Nos ja vimos 
que fa tores de transcrigao, agindo em conjunto com seqiien- 
cias acentuadoras e promotoras particulares, ligam genes de 
modo temporal e espacialmente especffico. Entretanto, em 
determinada epoca de uma celula eucariotica, a maioria dos 
genes nao estao sendo transcritos. Assim, a regra, e nao a ex- 
cegao, e que os genes estao transcricionalmente silenciosos. 
Que caracteristicas de organizagao da cromatina causam este 
amplo silenciamento genico? 

Silenciamento pelas Protemas do Grupo 
Polycomb 

Em Drosophila, estudos de genes que controlam a formagao 
de determinadas partes do corpo identificaram protemas que 
estao envolvidas em silenciamento genico. Tais protemas 
sao codificadas por uma classe especial de genes conhecidos 
como grupo Polycomb, abreviado por PcG. A denominagao 
desta classe se deve a Polycomb, um gene definido por uma 
mutagao dominante que causa a formacao de cerdas extras 
em grupos nas pernas. Esses grupos, conhecidos como pen- 
tes sexuais, sao normalmente encontrados nas pernas ante- 
riores do macho de Drosophila. Entretanto, em machos que 
levam uma mutagao Polycomb, eles sao encontrados nas per¬ 
nas media e posterior tambem. Mutagdes Polycomb tambem 
causam outras anomalias fenotipicas, incluindo a transfor- 
magao de antenas em pernas rudimentares. 

Polycomb e outros genes PcG codificam protemas que re- 
gulam a expressao de fatores de transcrigao envolvidos no 
desenvolvimento de Drosophila. Estas protemas reguladoras 
parecem format grandes complexos multiproteicos que se 
associam a regioes especificas do genoma - em particular, 
os loci que codificam tais fatores de transcrigao desenvolvi- 
mentalmente importantes. Quando e a maneira como fazem 
isto permanecem um misterio. Entretanto, sao conhecidos 
varios fatos. Primeiro, as protemas PcG associam-se a re¬ 
gioes cromossomicas que contem seqiiencias especiais de 
DNA conhecidas como elementos de resposta Polycomb (PRE). 
Individualmente, a maioria das protemas PcG nao sao ca- 
pazes de se ligar ao proprio DNA PRE. Entretanto, podem 
ser capazes de se ligar a um complexo, ou podem interagir 
com outros tipos de protemas que podem ligar-se ao DNA 
PRE. Segundo, as protemas PcG reprimem os genes situa- 
dos perto dos PRE. Se as protemas PcG se associam ou nao 
a um PRE particular e reprimem os genes em sua vizinhanga 
depende de fatores presentes no animal bem cedo em seu 
desenvolvimento embrionario. Terceiro, uma vez estabele- 
cida, a associagao entre as protemas PcG e um PRE e fiel- 
rnente mantida durante o desenvolvimento. Assim, o estado 
reprimido dos genes perto de um PRE e transmitido de uma 
celula para suas filhas a cada divisao mitotica. Esta forma de 
> silenciamento genico assegura, portanto, que clones de celu- 


las se desenvolvam consistentemente em determinadas par¬ 
tes do corpo. Quando o mecanismo PcG de silenciamento 
genico esta comprometido por mutagoes em qualquer dos 
genes PcG, algumas partes do corpo desenvolvem-se ina- 
propriadamente, como, por exemplo, no proprio mutante 
Polycomb, em que antenas podem desenvolver-se em pernas 
e as pernas media e posterior podem desenvolver-se como 
pernas anteriores. 

Cassetes de Silenciamento de Tipo 
Reprodutivo 

O fenomeno de silenciamento genico tambem foi estudado 
em leveduras em que um dos fenotipos mais informadvos e 
o tipo reprodutivo. A levedura haploide Saccharomyces cerevi- 
siae tern dois possfveis tipos reprodutivos, “a” e a. 6 tipo que 
e expresso por uma determinada celula e controlado pelo lo¬ 
uts do tipo reprodutivo ( MAT) situado no cromossomo 3. A 
informagao genetica nesse locus especifica o tipo reprodutivo 
como “a” ou a. Assim, o locus MAT tern dois alelos, MATa 
e MATa. Colonias cultivadas de celulas isoladas expressam 
todas a mesma informagao do tipo reprodutivo. Entretanto, 
em uma ffeqiiencia que depende da linhagem particular de 
leveduras, o tipo reprodutivo pode mudar de “a” para a, ou 
de a para “a”. 

A base para essa mudanga hoje esta bem compreendida. 
A alguma distancia em ambos os lados do locus MAT exis¬ 
tent segmentos de DNA chamados cassetes de silenciamento 
de tipo reprodutivo que contem informagao genetica extra do 
tipo reprodutivo (Fig. 21.18). O cassete a esquerda, chantado 
HMLa, contem informagoes para o tipo a de reprodugao e 
o cassete a direita, chantado HMRa, contem informagoes 
para o tipo reprodutivo “a”. Entretanto, um mecanismo de 
silenciamento genico impede que cada um desses cassetes 
seja expresso. Assim, o tipo reprodutivo de uma celula e 
controlado exclusivamente pela informagao genetica do locus 
MAT. Quando uma celula de levedura expressa unta enzima 
chamada HO-endonuclease, o DNA no locus MAT pode ser 
substituido pelo DNA de um dos cassetes flanqueadores. 
Se o locus MAT leva um alelo a, o alelo silencioso ct situado 
no cassete a sua esquerda pode ser copiado no locus MAT e 
subsequentemente expresso. Essa substituigao de DNA fara 
com que o tipo reprodutivo da celula mude de “a” para a. 
Contrariamente, se o locus MAT leva o alelo a, o alelo si¬ 
lencioso a no cassete a sua direita pode ser copiado no locus 
MAT e entao expresso, mudando o tipo reprodutivo de a 
para a . 

Uma caracteristica importante de todo o sistema de tipo 
reprodutivo de levedura e que uma celula particular de leve¬ 
dura expressa a informagao genetica para apenas um dos dois 
tipos reprodutivos possfveis. Assim, os cassetes flanqueado¬ 
res do locus expresso MAT devem ser silenciados. Pesquisas 
recentes demonstraram que o silenciamento desses cassetes 
envolve varias protemas, incluindo uma chamada de protema 
repressor/ativador, abreviada por Raplp; varias protemas re¬ 
guladoras de informagao silenciosas, abreviadas por Sir( 7 /)p, 
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Q 0 locus do tipo reprodutivo ativo de levedura, 
MAT, neste caso especificando o tipo 
reprodutivo “a", e flanqueado por cassetes 
silenciados, HMLa e HMRa, que contem 
informacao genetica nao expressa dos tipos 
reprodutivos ae “a”, respectivamente. 


HMRa 


Q A informacao genetica do cassete silencioso 
HMLae copiada para o locus MAT ativo, 
mudando o tipo reprodutivo de "a" para a. 


HMLa 



Tipo reprodutivo "a" 


A informacao genetica do cassete silencioso 
HMRa e copiada no locus ativo MAT, mudando 
o tipo reprodutivo de a para "a”. 


Fig. 21.18 ■ O processo 
de mudanga de tipo 
reprodutivo em levedura. 


onde n identifies a protema especifica; e varias protemas no 
complexo de reconhecimento da origem, abreviadas por 
ORC, um complexo que tambem esta envolvido em repli- 
cagao do DNA. Evidencias experimentais indicam que a his- 
tona H4 esta envolvida no silenciamento dos cassetes de tipo 
reprodutivo da esquerda e da direita. Embora o mecanismo 
detalhado ainda nao tenha sido elucidado, parece que as pro¬ 
temas ORC e Raplp interagem com seqiiencias especfficas 
de DNA situadas ao longo dos loci de tipos reprodutivos em 
cassetes a esquerda e a direita. Tais protemas ligadas entao 
facilitam a formagao de um complexo proteico mais elabo- 
rado que inclui as protemas Sir, que interagem com Raplp, 
histonas e outras para silenciar os genes nos cassetes de tipo 
reprodutivo a esquerda e a direita. As seqiiencias de DNA 
que medeiam este processo sao, portanto, apropriadamente 
chamadas de silenciadoras. Quando esse grande complexo 
proteico foi montado ao redor de seqiiencias silenciadoras, 
ele torna os cassetes de tipo reprodutivo da esquerda e da 
direita inacessfveis a enzimas que catalisam a transcigao. Si¬ 
lenciamento tambem foi observado em telomeros de cro- 
mossomos de levedura, onde podem controlar a atividade de 
alguns tipos de elementos de transposigao. 

Silenciamento dos Genes vsg em 
Tripanossomas 

Nos tripanossomas que causam nagana e a doenga africana 
do sono, uma forma de silenciamento controla a expressao 
dos genes da glicoprotema variante de superficie (vsg) men- 
cionada no comego deste capitulo. Estes genes estao situa- 
dos em varios locais no genoma do tripanossoma, a maioria 
deles estando perto das pontas dos cromossomos. Pode ha¬ 
ver ate 1.000 genes vsg diferentes. Entretanto, no sangue 
de um animal infectado, os tripanossomas expressam apenas 


um dos genes vsg, e ele esta sempre situado perto da ponta de 
um cromossomo. Todos os outros genes vsg, inclui ndo todos 
os genes vsg que estao situados perto de telomeros, estao si¬ 
lenciados. O unico gene vsg expresso reside em uma unidade 
multigenica controlada por um promotor distante cerca de 
40 a 50 kb (Fig. 21.19). Outros genes nao relacionados ficam 
entre o promotor e o gene vsg. Toda esta unidade multige¬ 
nica e chamada de sitio de expressao (ES). 

Sitdos de expressao parecem existir nas pontas de cada um 
dos 24 grandes cromossomos de tripanossoma. Entretanto, 
ha qualquer tempo, apenas um deles e transcrito. Um meca¬ 
nismo ainda desconhecido silencia os outros potenciais sitdos 
de expressao, restringindo assim os tripanossomas infectantes 
a produgao de um so tipo de glicoprotema variante de superfi¬ 
cie (VSG). Durante o curso de uma infeegao, o ES que e trans¬ 
crito pode mudar. O ES ativo pode ser silenciado, e um ES 
antes inativo por tomar-se ativo, resultando na produgao de 
uma VSG diferente. Tais mudangas fornecem um meio para os 
tripanossomas alterarem suas capas de superficie e escaparem 
de destruigao pelo sistema imunologico do animal infectado. 

A capa de superficie do tripanossoma pode ser alterada de 
dois outros modos. Alem dos genes vsg situados nos telome¬ 
ros dos cromossomos grandes, os tripanossomas possuem 
varios outros genes vsg situados em loci internos e nos telo¬ 
meros de mais de 100 mini cromossomos. Tais genes vsg ex¬ 
tras estao todos transcricionalmente silenciosos. Entretanto, 
como nos cassetes de silenciamento do tipo reprodutivo de 
levedura, um dos genes vsg silenciosos pode ser copiado no 
ES que atualmente esta sendo transcrito, fazendo assim com 
que o organismo produza uma glicoprotema variante de su¬ 
perficie diferente (Fig. 21.20#). Anatureza da protefna VSG 
tambem pode ser alterada por um crossing que troca o gene 
ativo vsg por um dos muitos genes vsg telomericos inativos 
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Fig. 21.19 ■ Estrutura de um 
sitio de expressao (ES) contendo 
um gene vsg ativo perto da 
ponta de um dos cromossomos 
em Trypanosoma brucei. 
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Fig. 21.20 ■ (a) Substituicao do gene vsg 
telomerico em um ES ativo de tripanossoma 
por um gene vsg silencioso que codifica 
uma variante diferente de glicoproteina 
de superficie (VSG). O mecanismo de 
substituicao remove o gene vsg atualmente 
ativo e insere uma copia do gene vsg 
silencioso no sitio vago dentro do ES ativo. 
No final deste processo, e produzida uma 
nova glicoproteina de superficie variante. 

(b) Substituicao do gene vsg telomerico em 
um ES ativo de tripanossoma por um gene 
vsg telomerico silencioso codificando uma 
VSG diferente. O mecanismo de substituicao 
envolve crossing-over entre os genes vsg 
pareados e o promotor do ES. 


(b) Substituicao de vsg por crossing-over. 
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(Fig. 21.20£). Apos o gene inativo tornar-se ligado ao pro¬ 
motor de urn ES transcrito, ele se torna ativo. Assim, seja 
por um mecanismo de copia nao recfproca ou por avssing 
recfproco, o gene vsg no ES ativo pode ser substitufdo por 
um gene vsg diferente, resultando na producao de uma VSG 
diferente. 

Os genes vsg fora dos ES telomericos nos grandes cro- 
mossomos do tripanossoma sao inativos porque cada um 
desses genes nao tern um promotor. Entretanto, a ausencia 
de um promotor nao pode explicar por que todos menos um 
dos genes vsg situados nos ES telomericos sao inativos. Re- 
centemente, pesquisadores descobriram que os ES inativos 
contem (3-glicosilidroximetiluracil, um nucleotfdeo modi- 
ficado, ausente no unico ES ativo. Assim, a modificagao de 
seqiiencias de nucleotfdeos dentro dos ES pode ter um papel 
no silenciamento genico de vsg telomerico. 

Silenciamento de Transcrigao Mediado por RNAi 

Ja vimos que o RNA de interferencia pode influir na expres¬ 
sao genica causando a degradagao dos mRNA ou parando 
a tradugao destas moleculas. Assim, o RNAi fornece um 
mecanismo para o silenciamento genico pos-transcricional. 
Pesquisas recentes tambem envolveram o RNAi no silencia¬ 
mento transcricional de genes. Transgenes e transposons, 
especialmente aqueles situados em regioes heterocromaticas 
de um genoma, podem ser silenciados pela influencia de pe- 
quenos RNA de interferencia. A evidencia principal desse 
silenciamento transcricional veio de estudos de transposons 
em C. elegans, transgenes em Drosophila e loci de tipos re- 
produtivos em Schizosaccharomyces pombe. Em Drosophila e S. 
pombe, vias de RNAi parecem estar envolvidas na formagao 
de heterocromatina ao redor dos centromeros dos cromos- 
somos. Entretanto, muitos outros fatores tambem estao en- 
volvidos, e eles podem, de fato, ter papeis importantes nesta 
forma de silenciamento transcricional. 

Metilacao de DNA e Imprinting 

A modificagao qufmica de nucleotfdeos tambem parece ser 
importante para a regulagao de genes em outros eucariontes, 
especialmente mamfferos. Dos aproximadamente 3 bilhoes 
de pares de bases em um genoma tfpico de mamffero, cerca 
de 40% sao pares de bases G:C e cerca de 2 a 7% deles sao 
modificados pela adigao de um grupo me til a citosina (Fig. 
21.21). A maioria das citosinas metiladas sao encontradas em 
duplas de pares de bases com a estrutura. 

5’ mCpG 3’ 

3’ GpCm 5’ 

onde mC indica metilcitosina e o p entre C e G indica a 
ligagao fosfodiester entre nucleotfdeos adjacentes em cada 
filamento de DNA. Esta estrutura em geral e simplesmente 
abreviada dando-se a coinposigao de um filamento; assim, 
mCpG. Dinucleotfdeos CpG metilados podem ser detecta- 


NH 2 

/CH 3 

n 5 « <c 


H 

Fig. 21.21 ■ A estrutura de 5-metilcitosina. 


dos digerindo-se o DNA com enzimas de restrigao que sao 
sensfveis a modificagoes qufmicas de seus sftios de reconhe- 
cimento. Por exemplo, a enzima Hpall reconhece e corta a 
seqiiencia CCGG; entretanto, quando a segunda citosina 
nesta seqiiencia esta metilada, a Hpall nao pode cortar a se- 
qiiencia. Logo, DNA metilados e nao metilados dao padroes 
diferentes de ffagmentos de restrigao quando sao digeridos 
com esta enzima. 

Dinucleotfdeos CpG ocorrem menos freqiientemcnte 
que o esperado em genomas de mamfferos, provavelmente 
porque mutaram em dinucleotfdeos TpG durante o curso da 
evolugao. Alem disso, a distribuigao de dinucleotfdeos CpG 
e desigual, com varios segmentos curtos de DNA ten do uma 
densidade muito maior de dinucleotfdeos CpG do que ou- 
tras regioes do genoma. Esses segmentos ricos em CpG, 
geralmente com cerca de 1 a 2 kb de tamanho, sao denomi- 
nados ilhas de CpG. No genoma humano, existem cerca 
de 30.000 destas ilhas, a maioria situada perto de pontos de 
infcio de transcrigao. Analise molecular demonstrou que as 
citosinas nessas ilhas raramente, ou nunca, sao metiladas, 
e que este estado nao metilado ou submetilado resulta em 
transcrigao. Assim, o DNA na vizinhanga de uma ilha de 
CpG e hipersensfvel a digestao com DNase I, e seus nucle- 
ossomos geralmente sao um pouco diferentes dos nucleosso- 
mos em outras partes do genoma - tipicamente, tern menos 
histonas HI, e algumas das histonas cernes estao acetiladas. 

Onde e encontrado DNA metilado, ele esta associado a 
repressao transcricional. Isto e mais marcantemente vis to em 
femeas de mamfferos em que o cromossomo X inativo e am- 
plamente metilado. Regioes do genoma de mamfferos que 
contem seqiiencias repetitivas, incluindo as regioes que sao 
ricas em elementos de transposigao, tambem estao metiladas, 
talvez como um modo de proteger o organismo contra os 
efeitos deleterios de expressao e movimento de transposons. 
Os mecanismos que fazem com que o DNA metilado seja 
transcricionalmente silencioso nao sao totalmente compre- 
endidos. Entretanto, sabe-se que pelo menos duas protefnas 
que reprimem a transcrigao se ligam a DNA metilado, e uma 
delas, chamada MeCP2, foi demonstrada como causadora de 
mudangas na estrutura da cromatina. Assim, e possfvel que os 
dinucleotfdeos CpG metilados liguem protefnas especfficas e 
que estas protefnas formem um complexo que impede a trans¬ 
crigao de genes vizinhos. Quanto a isto, o DNA metilado em 
mamfferos pode agir como os elementos de resposta Polycomb 
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em Drosophila , um organismo que possui pouco, se algum, 
DNA metilado. Como ja discutido, tais elementos ligam com¬ 
plexes proteicos que silenciam genes vizinhos. 

A metilagao do DNA em mamfferos tambem e respon- 
savel por casos incomuns nos quais a expressao de um gene 
e controlada por sua origem parental. Por exemplo, em ca- 
mundongos, o gene Igf 2, que codifica o fator de crescimento 
similar a insulina, e expresso quando e herdado do pai mas 
nao quando e herdado da mae. Em contraste, o gene conhe- 
cido como HI 9 e expresso quando e herdado da mae mas 


nao quando e herdado do pai. Sempre que a expressao de um 
gene e condicionada por sua origem parental, os geneticistas 
dizem que o gene foi imprintado - um termo que pretende 
passar a ideia de que o gene foi marcado de algum modo; 
logo, ele “lembra” de qual genitor ele veio. 

Recentes analises moleculares demonstraram que a 
marca condicionadora da expressao de um gene e a me- 
tilagao de um ou mais dinucleotideos CpG na vizinhan^a 
do gene. Esses dinucleotideos metilados sao inicialmente 
formados na linhagem germinativa parental (Fig. 21.22). 


Linhagem 

germinativa materna 


Linhagem 

germinativa paterna 


Gametogenese 






Alelos do gene Igf2 sao imprintados nas linhagens 
germinativas parentais - metilados na linhagem 
germinativa feminina e nao metilados na linhagem 
germinativa masculina. 


o 



Os alelos imprintados do gene Igf2 de cada 
genitor sao combinados no zigoto por ocasiao 
da fertilizacao. 



Q 


Durante o desenvolvimento dos tecidos somaticos, 
o alelo contribuido maternamente permanece 
metilado enquanto aquele contribuido paternamente 
permanece nao metilado. Em celulas somaticas, 
apenas o alelo nao metilado contribuido 
paternamente e expresso. 0 alelo metilado 
contribuido maternamente e silencioso. 


Durante o desenvolvimento da linhagem 
germinativa, o imprint de metilacao e apagado. 


Q 




A metilapao e restabelecida durante a ovocitogenese, 
mas nao durante a espermatogenese. Assim, se _ 
o camundongo e femea, todos os genes Igf2 serao 
metilados, mesmo se forem copias do alelo Igf2 nao 
metilado herdado do pai. Se o camundongo e 
macho, nenhum dos genes Igf2 sera metilado 
mesmo se forem copias do alelo Igf2 metilado 
herdado da mae. 


Fig. 21.22 ■ Metilaqao e imprinting do gene Igf2 em 
camundongos. O gene e metilado em femeas mas nao em 
machos. 
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Assim, por exemplo, o gene Igf2 e metilado na linhagem 
germinativa feminina mas nao na linhagem germinativa 
masculina. Na fertilizagao, um gene metilado Igf2 contribuf- 
do pela mae e combinado com um gene Igf2 nao metilado 
contribufdo pelo pai. Durante a embriogenese, os estados 
metilado e nao metilado sao preservados cada vez que os 
genes se replicam. Como um gene metilado e silencioso, 
apenas o gene Igfl contribufdo paternamente e expresso no 
animal em desenvolvimento. Exatamente o oposto ocorre 
com o gene HI9, que e metilado na linhagem germinativa 
masculina mas nao na linhagem germinativa feminina. Mais 
de 20 genes imprintados diferentes foram identificados em 
camundongos e seres humanos. Para cada um, o imprint de 
metilado e estabelecido na linhagem germinativa parental. 
Entretanto, um gene metilado que foi herdado de um sexo 
pode ser desmetilado quando passa por uma prole do sexo 
oposto. Assim, os imprints de metilagao sao refeitos a cada 
geracao, dependendo do sexo do animal. O fato de que al- 
guns genes sao metilados em um sexo mas nao no outro 
significa que fatores especfficos do sexo controlam a maqui- 
naria de metilagao. 

Amplifica^ao Genica 

As vezes, a expressao genica e facilitada por um aumento no 
mimero de genes. Este processo, chamado amplificagao ge¬ 
nica. e destinado a aumentar o numero de moldes de DNA 
para sfntese de RNA. Talvez o exemplo mais marcante de 
amplificagao genica relacionada a expressao e o que envolve 
os genes de RNA ribossomico em ovocitos de anfibios. Estes 
genes sao necessarios para produzir componentes estruturais 
dos ribossomos. Em eucariontes, existem quatro tipos prin- 
cipais de genes de rRNA: o gene 5S, que codifica um rRNA 
com 120 bases; o gene 5,8S, que codifica um rRNA com 160 
bases; o gene 18S, que codifica um rRNA com 1,8 kb; e o 
gene 28S, que codifica um rRNA com 4,7 kb. No genoma do 
sapo Xenopus laevis , milhares de genes 5S estao distribufdos 
por todos os cromossomos, mas existem bem menos copias 
dos genes de 5,8S, 18S e 28S, talvez apenas 800 a 1.000 por 
celula diploide. Estes ultimos genes estao todos concentra- 
dos em um unico sftio denominado organizador nucleolar, 
assim chamado porque forma o nucleolo. O mapeamento 
molecular mostrou que os genes de rRNA 5,8S, 18S e 28S 
pertencem a uma unica unidade transcricional que e repetida 
em tandem dentro do organizador nucleolar. 

Todos os quatro tipos de genes de RNA ribossomico de- 
vem ser transcritos para produzir rRNA para ribossomos 
de Xenopus. Em ovocitos, essa transcrigao deve ser especial- 
mente vigorosa porque o ovo precisa acumular ribossomos 
suficientes para suportar o desenvolvimento inicial do em- 
briao apos fertilizagao. Talvez ate 10 12 ribossomos devam ser 
produzidos em cada ovocito. Como cada ribossomo contem 
exatamente uma molecula de cada tipo de rRNA, 10 1- mo¬ 
leculas devem ser produzidas de cada um dos rRNAs 5S, 
5,8S, 18S e 28S. Essa necessidade e atendida de dois modos. 


Primeiro, Xenopus tern cerca de 24.000 genes 5S, incluindo 
muitos que sao especificamente ativados em ovocitos. 
Este imenso conjunto de genes e portanto capaz de gerar 
rRNAs 5S necessarios para a produgao de ribossomos no 
ovo. Segundo, o pequeno numero de genes de 5,8S, 18S e 
28S e especificamente amplificado em ovocitos pela criagao 
de copias extracromossomicas destes genes. Sao formados 
pequenos DNA circulares covalentemente fechados levando 
genes de 5,8S, 18S e 28S. Eles se replicam pelo mecanismo 
de cfrculo rolante (Cap. 10) para produzir muitas copias, 
que formam nucleolos supernumerarios dentro do ovocito. 
A transcrigao desses DNA circulares fornece grande parte 
dos rRNA 5,8S, 18S e 28S que sao necessarios para a mon- 
tagem do ribossomo no ovo. O mecanismo que gera tais 
moleculas de DNA extracromossomicas nao e conhecido. 
Entretanto, ele pode envolver algum tipo de recombinagao 
intracromossomica entre unidades repetitivas dentro do or¬ 
ganizador nucleolar. 

warn P0NT0S1MP0RTANTES 

■ A transcrigao ocorre preferencialmente em regioes cromosso- 
micas frouxamente organizadas, exemplificadas pelas algas de 
cromossomos plumosos e puffs de cromossomos politenicos. 

■ O DNA transcricionalmente ativo tende a ser mais sensivel a 
digestao com DNase I. 

■ Durante a ativagao transcricional, a cromatina e remodelada 
por complexos multiproteicos. 

■ A heterocromatina esta associada a repressao da transcrigao. 

■ Complexos proteicos sao responsaveis por silenciamento em 
Drosophila e leveduras. 

■ Em tripanossomas, apenas um gene telomerico de glicopro- 
terna variante de superficie (vsg) e expresso; todos os outros 
genes vsg, incluindo os de telomeros, estao silenciosos. 

■ A metilagao do DNA esta associada a silenciamento genico em 
mamiferos. 

■ A expressao de um gene que e imprintado e condicionada pela 
origem parental do gene. 

■ Aumento da expressao genica pode ser obtido amplificando- 
se o DNA, seja dentro de cromossomos seja nas moleculas de 
DNA extracromossomico. 


ATIVAGAO E INATIVA^AO DE 
CROMOSSOMOS INTEIROS 

Mamiferos, moscas e vermes tem modos distintos de 
compensar dosagens diferentes de cromossomos X em 
machos e femeas. 

Organismos com determinagao de sexo XX/XY ou 
XX/X0 enfrentam o problema de igualar a atividade de ge¬ 
nes ligados ao X nos dois sexos. Em mamiferos, este pro¬ 
blema e resolvido por inativagao aleatoria de um dos dois 
cromossomos X em femeas; cada femea tem, portanto, o 
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Fig. 21.23 ■ Tres mecanismos de compensaqao de dose para 
genes ligados ao X: inativagao, hiperativagao e hipoativagao. 


mesmo ntimero de genes ligados ao X transcricionalmente 
ativos que o macho. Em Drosophila , nenhum dos dois cro- 
mossomos X em uma femea e inativado; em vez disso, os 
genes no unico cromossomo X em um macho sao transcritos 
mais vigorosamente para se igualar aos genes nos dois cro- 
mossomos X de uma femea. Outra solugao para o problema 
de numeros desiguais de genes ligados ao X foi encontrada 
no nematodeo Caenorhabditis elegans. Neste organismo, in- 
dividuos XX sao hermafroditas (eles funcionam tanto como 
machos quanto como femeas) e indivfduos XO sao machos. 
A atividade transcricional ligada ao X e equalizada nestes 
dois genotipos por repressao parcial dos genes em ambos 
os cromossomos X nos hermafroditas. Portanto, mamiferos, 
moscas e vermes resolveram o problema de dosagem genica 
ligada ao X de modos diferentes (Fig. 21.23). Em mamiferos, 
um dos cromossomos X em femeas e inativado; em Droso¬ 
phila, o unico cromossomo X em machos e hiperativado; e, 
em C. elegans , ambos os cromossomos X em hermafroditas 
sao hipoativados. 

Estes tres mecanismos diferentes de compensagao de 
dose - inativagao, hiperativagao e hipoativagao - tern 
uma caracteristica importante em comum: muitos genes di¬ 
ferentes sao regulados coordenadamente porque estao no 
mesmo cromossomo. Essa regulagao ao longo do cromos¬ 
somo e superposta a todos os outros mecanismos regulado- 
res envolvidos na expressao espacial e temporal desses genes. 
O que seria responsavel por tal sistema regulador global? 
Durante decadas, geneticistas tern tentado elucidar a base 


molecular da compensagao de dose. A hipotese de trabalho 
tern sido que algum fator (ou fatores) se liga especificamente 
ao cromossomo X e altera suas atividades transcricionais. 
Descobertas recentes indicam que esta ideia e correta. 


Inativacao de Cromossomos X em Mamiferos 

Em mamiferos, a inativagao do cromossomo X comega em 
um local particular chamado centro de inativagao do X 
(XIC) e entao se espalha em sentidos opostos ate as pontas 
do cromossomo. Curiosamente, nem todos os genes em um 
cromossomo X inativado estao transcricionalmente silen- 
ciosos. Um dos que permanecem ativos e denominado XIST 
(de transcrito especifico do X inativo). Este gene esta situado 
dentro de XIC (Fig. 21.24). Pesquisa recente mostrou que, 
em seres humanos, o gene XIST codifica um transcrito de 
17 kb desprovido de matrizes de leitura aberta significativas. 
Portanto, parece improvavel que o gene XIST codifique uma 
proteina. Em vez disso, o proprio RNA provavelmente e 
o produto funcional do gene XIST Embora poliadenilado, 
esse RNA e restrito ao nucleo e esta especificamente situado 
nos cromossomos X inativados. Ele nao parece estar asso- 
ciado aos cromossomos X ativos nem em machos nem em 
femeas. 

Em camundongos, nos quais algumas analises experi¬ 
mental foram possiveis, pesquisadores descobriram que o 
homologo do gene humano XIST e transcrito durante os 
primeiros estagios do desenvolvimento embrionario em um 
nivel baixo por ambos os cromossomos X que estao presen- 
tes em femeas. Os transcritos de cada um dos genes X1st de 
uma femea de camundongo sao instaveis e permanecem bem 
associados a seus respectivos genes. A medida que o desen¬ 
volvimento continua, os transcritos de um dos genes se es- 
tabiliza e envolve todo o cromossomo X no qual o gene esta 
situado. Os transcritos do outro gene Xist desintegram-se, e 


Inativo Ativo 

X X 


RNA fica no 
nucleo e se 
liga ao 

cromossomo 
X inativo 


17-kb RNA 
Sem RNA **- 




-► Sem RNA 

-►wrcrvo— ► Para 
RI\j/\ citoplasma 


Fig. 21.24 ■ Expressao do gene XIST no cromossomo X inativo 
de mulheres. E mostrada, para compara^ao, a expressao do 
gene HPRT no cromossomo X ativo. Este gene codifica 
hipoxantina-fosforribosiltransferase, uma enzima que desempenha 
um papel no metabolismo de purinas. 
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E UM MARCO NA (jENETKA: A Des 

As vezes, uma descoberta cientifica emerge de um esforgo para 
explicar um paradoxo. A descoberta de que o RNA bifilamentar 
induz uma via que interfere na expressao genica e um destes casos. 
Em 1995, Su Guo e Kenneth Kemphues publicaram uma analise de 
par-1, um gene de agao materna de C. elegans? O produto deste 
gene ajuda a estabelecer a polaridade anterior-posterior em em- 
brioes de C. elegans. Hermafroditas homozigotos para uma muta- 
gao nula par-1 produzem embrioes que param no primeiro estagio 
do desenvolvimento. Esses embrioes tern muitas celulas muscu- 
lares na faringe e nao tern celulas intestinais. Consequentemente, 
eles morrem. Guo e Kemphues isolaram um cDNA, chamado ZC22, 
que pensaram ter vindo do gene par-1. Para testar a autenticidade 
deste cDNA, eles injetaram RNA anti-sentido feito de ZC22 nas 
gonadas de hermafroditas tipo selvagem e avaliaram os embrioes 
resultantes quanto ao fenotipo mutante par-1 (Fig. 1). 

O experimento foi um sucesso (veja Quadro 1). O RNA anti-sen¬ 
tido feito de ZC22 fez com que os embrioes parecessem ter vindo 
de genitores homozigotos para par-1. Esses embrioes tinham mui¬ 
tas celulas musculares faringeais, nao tinham celulas intestinais e 
52% deles morriam. Guo e Kemphues nao observaram o fenotipo 
mutante par-1 quando injetaram hermafroditas com uma solugao 
de agua ou quando os injetaram com solugoes de RNA anti-sen- 
tidc feito de outros genes. Assim, eles estavam confiantes de que 
o cDNA que eles haviam testado vinha do gene par-1. 

Guo e Kemphues fizeram mais um experimento controle. Eles 
injetaram RNA com sentido feito de ZC22 em hermafroditas tipo 
selvagem e examinaram os embrioes resultantes. Para sua surpresa, 
eles observaram que esses embrioes tinham o fenotipo mutante 
par-1 e que 54% deles morriam. Assim, procurando certificar-se, 
Guo e Kemphues esbarraram em um paradoxo. Eles descobriram 
que as injegdes de RNA anti-sentido ZC22 produziam o fenotipo 
mutante par-1, como esperado. Mas assim tambem as injegdes 
de RNA com sentido de ZC22. O efeito do RNA anti-sentido po¬ 
dia ser explicado pela teoria genetica padrao - o pareamento de 
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Solucao de RNA 


Q A solucao de RNA e injetada 
nas gonadas dos hermafroditas 
tipo selvagem. 


Q Embrioes dos hermafroditas 
injetados podem ser avaliados 
quanto a fenotipos mutantes. 



Q Larvas que se desenvolvem destes 
embrioes tambem podem ser 
registradas quanto a fenotipos 
mutantes. 


Fig.l ■ Esquema para testar o RNA quanto a capacidade de 
interferir na expressao de um gene tipo selvagem em C. elegans. O 
efeito fenotipico da solugao teste e analisado em embrioes ou larvas 
que se desenvolvem dos animais injetados. 


bases entre o RNA anti-sentido injetado e o RNA mensageiro de 
par-1 bloquearia a tradugao do RNA mensageiro de par-1 em uma 
protema mas o efeito do RNA com sentido nao podia ser pron- 
tamente explicado. 

Em 1998, pesquisadores descobriram uma explicagao para o 
efeito paradoxal do RNA com sentido. Andrew Fire, SiQun Xu, 
Mary Montgomery, Steven Kostas, Samuel Driver e Craig Mello 
publicaram um trabalho descrevendo os efeitos de preparagoes 
de RNA uni- e bifilamentares na expressao de genes diferentes 
de C. elegans} Um grupo de experimentos enfocou o unc-22, um 


^uo, S., e K. J. Kemphues. 1995. par-1, a gene required for establishing polarity 
in C. elegans embryos, encodes a putative Ser/Thr kinase that is asymmetri¬ 
cally distributed. Cell 81:611-620. 


Tire, A., S. Xu, M. K. Montgomery, S. A. Kostas, 5. E. Driver e C. C. Mello. 1998. 
Potent and specific genetic interference by double-stranded RNA in Cae- 
norhabditis elegans. Nature 391: 806-811. 


a transcrigao posterior deste gene e reprimida por metilagao 
de nucleotideos no promotor do gene. Assim, na femea de 
camundongo, um cromossomo X, aquele cujo gene Xist con- 
tinua a ser transcrito, torna-se revestido com RNA Xist e o 
outro nao. A escolha do cromossomo que se torna revestido 
e aparentemente aleatoria. Embora o mecanismo de reves- 
timento ainda nao seja compreendido, sua conseqiiencia e 
clara: a maioria dos genes no cromossomo revestido estao 
reprimidos, e esse cromossomo torna-se o X inativo. No 
sistema de compensagao de dose de mamiferos, portanto, o 
cromossomo X que permanece ativo e, paradoxalmente, o 
que reprime seu gene Xist. 


Cromossomos X inativos sao prontamente identifica- 
dos em celulas de mamiferos. Durante a interfase, eles se 
condensam em uma massa de coloracao escura associada a 
membrana nuclear. Essa massa, o corpusculo de Barr, des- 
condensa-se durante a fase S para permitir que o X inativo 
seja replicado. Entretanto, como a descondensagao leva al- 
gum tempo, o X inativo replica-se depois do resto dos cro¬ 
mossomos. Os cromossomos X inativos devem portanto ter 
uma estrutura de cromatina muito diferente da dos outros 
cromossomos. Esta diferenga e parcialmente determinada 
pelos tipos de histonas associadas ao DNA. Uma das quatro 
histonas cernes, a H4, pode ser modificada quimicamente 
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Quadro 1 Fenotipos Mutante (par-1) e Tipo Selvagem em 
Embrioes de C. elegans Hermafroditas Injetados por Guo e 
Kemphues 


Injecao da Solugao 

Fenotipo Embrionario 

RNA anti-sentido ZC22 

mutante 

Agua 

tipo selvagem 

RNA anti-sentido TS 

tipo selvagem 

(de um gene de Drosophila) 


RNA ZC22 com sentido 

mutante 


Quadro 2 Fenotipos Mutante ( unc-22 ) e Tipo Selvagem em 
Larvas de C. elegans Hermafroditas Tipo Selvagem Injetadas por 
Fire e Colaboradores 


Injegao da Solugao 

Fenotipo Larval 

RNA anti-sentido de unc-22 

tipo selvagem 

RNA com sentido de unc-22 

tipo selvagem 

RNA + anti-sentido de unc-22 

mutante 

RNA com sentido de unc-22 



unc-22. O RNA de unc-22 bifilamentar injetado portanto interfe¬ 
re na expressao do gene endogeno unc-22. 

Trabalhos subsequentes mostraram que este tipo de interfe¬ 
rence envolve a enzima Dicer, que corta o RNA bifilamentar in¬ 
jetado em pequenos segmentos, e um complexo de riboprotemas 
chamado RISC, que usa tais segmentos como guias para ter como 
alvo RNA mensageiros complementares para degradagao. Os ex- 
perimentos de Fire e colaboradores, que foram originalmente des- 
tinados a resolver o paradoxo encontrado por Guo e Kemphues, 
descobriram um novo fenomeno: o RNA de interference. 

Mas por que o RNA com sentido que Guo e Kemphues injeta- 
ram prejudica a expressao genica? Mais provavelmente, nao foi o 
puro RNA com sentido, mas uma mistura de moleculas com sen¬ 
tido e anti-sentido. O RNA bifilamentar e um indutor altamente 
eficiente de interference de RNA. Mesmo algumas moleculas bi- 
filamentares irao disparar a via de interference. Se o RNA com 
sentido que Guo e Kemphues usaram estivesse contaminado com 
RNA anti-sentido, algumas moleculas de RNA bilamentar teriam 
sido formadas na solugao. Vermes injetados com esta solugao 
responderiam apropriadamente direcionando o RNA mensageiro 
endogeno para degradagao. O RNA com sentido pareceria ter in- 
terferido na expressao do gene alvo. O efeito paradoxal do RNA 
com sentido, portanto, mais provavelmente foi causado por con- 
taminantes anti-sentido na solugao de injegao. 


gene que codifica uma protema do miofilamento encontrada em 
celulas musculares (veja Quadro 2). Quando a expressao de unc-22 
e prejudicada, C. elegans exibe um comportamento contorcido. 
Como este fenotipo e facilmente registrado, ele fornece uma 
analise conveniente para detectar o efeito do RNA injetado na 
expressao de unc-22. Fire e seus colegas procuraram o fenotipo 
contorcido na prole de vermes do tipo selvagem que tinham sido 
injetados com RNA unifilamentar, seja com sentido seja com anti- 
sentido, ou bifilamentar do gene unc-22. O DNA bifilamentar foi 
obtido misturando-se os RNA com sentido e anti-sentido. 

Os resultados destes experimentos foram definitivos. Nenhum 
dos tipos de RNA unifilamentar, com sentido ou anti-sentido, teve 
um efeito significativo sobre o fenotipo da prole dos vermes in¬ 
jetados. Entretanto, o RNA bifilamentar fez com que esta prole 
fosse contorcida, isto e, mimetizou o fenotipo de um mutante 


QUESTOES PARA DISCUSSOES 

1. Como o RNA bifilamentar foi usado para estudar a fungao ge¬ 
nica em organismos modelos tais como C. elegans e Droso¬ 
phila'? Como foi usado para estudar o funcionamento genico 
em organismos que nao sao passiveis de analise genetica pa- 
droes? O RNA bifilamentar tern o potencial de agente terapeu- 
tico para atenuar ou curar doengas humanas? 

2. O RNA de interference tornou-se um instrumento util na pes- 
quisa genetica. Entretanto, ele ja existia muito antes de geneti- 
cistas o descobrirem. Por que organismos tern vias de RNA de 
interference? Quando podem ter evoluido as vias de RNA de 
interference? Alguns organismos perderam a capacidade de 
RNA de interference? 


pela adigao de grupos acetil a qualquer das varias lisinas na 
cadeia polipeptidica. A H4 acetilada esta associada a todos 
os cromossomos no genoma humano. Entretanto, no X ina- 
tivo ela parece estar restrita a tres bandas um tanto estreitas, 
cada uma correspondendo a uma regiao que contem alguns 
genes ativos. A H4 acetilada tambem esta ausente em areas 
de heterocromatina nos outros cromossomos. Estes achados 
sugerem que a falta de H4 acetilada e uma caracteristica 
fundamental do cromossomo X inativo. 


Hiperativa^ao de Cromossomos X em Drosophila 

Em Drosophila , a compensagao de dose requer produtos 
proteicos de pelo menos cinco genes diferentes. Mutagoes 
nulas nestes genes resultam em letalidade especifica de ma¬ 
chos, pois o unico cromossomo X em machos nao e hipe- 
rativado. Machos mutantes geralmente morrem durante os 
estagios larval e initial de pupa. Estes genes de compensa- 
gao de dose sao portanto chamados de lociletais especfficos 
de machos (msl), e seus produtos sao chamados de protemas 
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Fig. 21.2S ■ Ligagao do produto proteico 
do gene mle de Drosophila ao unico 
cromossomo X em machos. 


MSL. Anticorpos preparados contra tais protefnas foram 
usados como sondas para localizar as protefnas dentro de 
celulas. O achado marcante e que cada uma das protefnas 
MSL se liga especificamente ao cromossomo X em machos 
(Fig. 21.25). Uma dessas protefnas, o produto do gene msl 
chamado maleless (mle), e homologa as helicases de DNA e 
RNA, que sao enzimas capazes de deselicoidizar acidos nu- 
cleicos. A suposta fungao da helicase da protefna Maleless 
e consistente com a ideia de que o cromossomo X em uma 
Drosophila deve estar “aberto” para uma intensa transcri- 
gao. Ela tambem e compatfvel com a observagao de que 
cromossomos X politenicos em machos parecem inchados 
e tern um padrao difuso de bandeamento, talvez porque 
estao hiperativados. 

As cinco protefnas MSL aparentemente formam um 
complexo que se liga ao unico cromossomo X em machos 
de Drosophila. Estudos recentes indicam que esse com¬ 
plexo de protefnas MSL tambem contem tipos especfficos 
de RNA. Dois RNA diferentes, roXl e roX2 (de RNA no 
cromossomo X), estao co-localizados no cromossomo X 
do macho com as protefnas MSL. Ambos os RNA sao 
transcritos de genes ligados ao X, e ambos sao recompos- 
tos e poliadenilados. Entretanto, eles nao contem longas 
matrizes de leitura abertas, e portanto nao sao traduzidos 
em protefnas. Como os RNA Xist de mamfferos, os RNA 
roX em Drosophila parecem ser produtos finais funcionais 
de genes que os codificam. Curiosamente, a expressao dos 
genes roX depende do funcionamento apropriado dos ge¬ 
nes msl. Alem disso, esta expressao e desligada quando 
Sxl, o principal gene regulador de compensagao de dose 
de Drosophila e sistemas de determinagao do sexo, e desli- 
gado, como naturalmente e em femeas de Drosophila. Os 
RNA de roX sao portanto produzidos apenas em machos 
de Drosophila. 

O modelo atual propoe que as protefnas MSL formam 
um complexo que e unido pelos RNA de roX. Este complexo 
entao se une a 30 a 40 sftios ao longo do cromossomo X 
do macho, incluindo os loci que contem os dois genes roX. 


A partir de cada um desses sftios de entrada, o complexo 
MSL/roX prolonga-se bidirecionalmente ate atingir todos 
os genes no cromossomo X do macho que precisam ser hi¬ 
perativados. O processo de hiperativagao pode envolver re- 
modelagem da cromatina pelo complexo MSL /roX. Uma 
das protefnas MSL e uma histona-acetiltransferase, e uma 
versao particular da histona H4 esta exclusivamente asso- 
ciada a cromossomos X hiperativados. 

Hipoativagao de Cromossomos X em 
Caenorhabditis 

Em C. elegans, a compensagao de dose envolve a repressao par- 
cial de genes ligados ao X nas celulas somaticas de hermafro- 
ditas. O mecanismo nao e totalmente compreendido, mas os 
produtos de varios genes estao envolvidos. Como as protefnas 
iVISL em Drosophila, as protefnas codificadas por estes genes li- 
gam-se especificamente ao cromossomo X. Entretanto, ao con- 
trario da situagao em Drosophila, elas se ligam apenas quando 
estao presentes dois cromossomos X. As protefnas aparente¬ 
mente nao se ligam ao unico cromossomo X em machos nem 
se ligam a nenhum dos autossomos tanto em machos quanto 
em hermafroditas. A compensagao de dose em C. elegam pa- 
rece portanto envolver um mecanismo exatamente oposto ao 
de Drosophila. Um complexo proteico Iiga-se aos cromossomos 
X e reprime, em vez de intensificar, a transcrigao. 

Mi P0NT0SIMPORTANTES 

H A inativagao de um cromossomo X em femeas XX de mamife- 
ros e mediada por um RNA nao codificante transcrito do gene 
XIST nesse cromossomo. 

M A hiperativagao do unico cromossomo X no macho de Drosophila 
e mediada por um complexo RNA-proteina que se liga a muitos 
sftios nesse cromossomo e estimula a transcrigao de seus genes. 
m A hipoativagao dos dois cromossomos X em hermafroditas de 
C. elegans e mediada por protefnas que se ligam a esses cro¬ 
mossomos e reduzem a transcrigao de seus genes. 
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Exercicios Basicos 


llustram a analise genetica basica. 


1. Disponha os seguintes eventos em ordem cronologica, come- 
gando pelo primeiro: (a) recomposigao de uma molecula de 
RNA, (b) migragao de uma molecula de mRNA para o cito- 
plasma, (c) transcrigao de um gene, (d) degradagao de uma mo¬ 
lecula de mRNA, (e) sfntese de polipeptfdeo. 

Resposta: c-a-b-e-d. 

2. Que fatores induzem a expressao do gene hsp 70 em Di osophila e 
do gene de ribulose-bisfosfato-carboxilase (RBQ em plantas? 
Resposta: O gene hsplO e induzido por estresse provocado por 
calor; o gene RBC e induzido por exposigao a luz. 

3. Indique se cada um dos seguintes fenomenos relacionados a re- 
gulagao da expressao genica ocorre no nucleo ou no citoplasma 
de uma celula eucariotica. 

(a) Estimulagao da expressao genica por um fator de transcri¬ 
gao. 

(b) Recomposigao alternativa do transcrito primario de um 
gene. 

(c) Poliadenilagao do transcrito primario de um gene. 

(d) Tradugao de um RNA mensageiro. 

(e) Inibigao da tradugao por um microRNA ligado a um RNA 
mensageiro. 

(f) Degradagao de um RNA mensageiro induzida por um curto 
RNA de interferencia. 

(g) Ligagao de um hormonio peptfdico a seu receptor. 

(h) Ligagao de um hormonio esteroide a seu receptor. 

(i) Silenciamento da expressao genica por heterocromatina. 

(j) Inativagao de um cromossomo inteiro. 


Resposta: O item (h) pode ocorrer no citoplasma ou no nucleo, 
dependendo do hormonio esteroide especffico. Os itens (a), (b), 
(c), (i) e (j) ocorrem no nucleo. Todos os outros itens ocorrem 
no citoplasma. 

4. Indique se os seguintes estao associados a atividade genica ou 
a inatividade: (a)" grupo de proteinas Polycomb, (b) metilagao 
do DNA, (c) acetilagao de histona, (d) metilagao de histona, 
(e) heterocromatina, (f) regiao de controle de locus, (g) protefna 
GAL4, (h) sensibilidade a DNase I. 

Resposta: (a) Inatividade, (b) inatividade, (c) atividade, (d) inati¬ 
vidade, (e) inatividade, (f) atividade, (g) atividade, (h) atividade. 

5. Quais sao algumas das diferengas entre eucromatina e hetero¬ 
cromatina? 

Resposta: A heterocromatina cora-se fortemente durante o ci- 
clo celular; a eucromatina nao e intensamente corada durante 
a interfase. A heterocromatina e rica em sequencias repetidas 
de DNA e em elementos de transposigao; a eucromatina con¬ 
tent sequencias repetidas e transposons, mas geralmente nao ao 
ponto da heterocromatina. A heterocromatina tern alguns genes 
codificantes de proteinas; a eucromatina tem muitos genes co- 
dificantes de protefna. 

6. Como o nfvel de expressao genica ligada ao X e igualado nos 
dois sexos de (a) humanos, (b) moscas, (c) vermes? 

Resposta: (a) Em humanos, um dos dois cromossomos X em 
mulheres e aleatoriamente inativado. (b) Em moscas, o cromos¬ 
somo X fragil em machos e hiperativado. (c) Em vermes, os dois 
cromossomos X Em hermafroditas sao hipoativados. 


Testar Seus Conhecimentos 


Integra conceitos e tecnicas diferentes. 


1. O gene bacteriano lacZ para p-galactosidase foi inserido em um 
elemento de transposigao P de Drosophila (Cap. 18) de modo que 
ele possa ser transcrito a partir do promotor de elemento P. Este 
gene de fusao foi entao injetado na linhagem germinativa de um 
embriao de Drosophila juntamente com uma enzima que catalisa 
a transposigao de elementos P. Durante o desenvolvimento, um 
elemento P modificado tornou-se inserido nos cromossomos de 
algumas celulas da linhagem germinativa. A prole deste animal 
injetado foi entao cruzada individualmente com moscas de um 
estoque padrao de laboratorio para estabelecer linhagens que 
levam o gene de fusao P/lacZ em seus genomas. Tres destas li¬ 
nhagens foram analisadas quanto a expressao de lacZ corando-se 
tecidos dissecados de moscas adultas com X-gal, um substrato 
cromogenico que fica azul na presenga de (B-galactosidase. Na 
primeira linhagem, apenas os olhos ficaram azuis; na segunda, 
apenas os intestinos coraram-se em azul; e, na terceira, todos os 
tecidos ficaram azuis. Como voce explica estes resultados? 
Resposta: As tres linhagens evidentemente levam insergbes di- 
ferentes do gene de fusao P/lacZ. Em cada linhagem, a expressao 


do gene de fusao P/lacZ deve ter estado sob a influencia de uma 
seqiiencia reguladora, ou acentuador, capaz de interagir com o 
promotor P e iniciar a transcrigao no gene lacZ. Na primeira li¬ 
nhagem, o elemento P modificado deve ter-se inserido perto de 
um acentuador especffico de olho, que comandou a transcrigao 
apenas no tecido do olho. Na segunda linhagem, ele deve ter-se 
inserido perto de um acentuador que comanda a transcrigao nas 
celulas intestinais. Na terceira linhagem, ele deve ter-se inserido 
perto de um acentuador que comanda a transcrigao em todas, 
ou quase todas, as celulas, independente do tipo de tecido. Su- 
postamente, cada um desses acentuadores diferentes esta perto 
de um gene que normalmente seria expresso sob seu controle. 
Por exemplo, o acentuador especffico do olho estaria perto de 
um gene necessario para algum aspecto de funcionamento ou 
desenvolvimento do olho. Tais resultados mostram que inser- 
goes aleatorias do gene de fusao P/lacZ podem ser usadas para 
identificar tipos diferentes de acentuadores e, atraves deles, os 
genes que eles controlam. Essas insergoes de genes de fusao sao 
portanto chamadas de enhancer traps. 
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Gene de fusao P/lacZ: 


Pontas do elemento P 
/ Gene lacZ \ 



Elemento 
promotor P 


mRNA 


| Traducao 


Insercoes do gene de fusao P/lacZ: 
Linhagem 

Acentuador 

especrfico do olho 5' 


p-Galactosidase 


Gene de olho 



geral 


Gene “de manutencao" 


Linhagem X-gal 


So olhos 


So intestino 


Todos os tecidos 


2. Em sua publicacao sobre RNA de interferencia, Andrew Fire 

6 “ laboradores < 1998 Nature 391: 806-811) descrevem os re¬ 
sultados de experiments nos quais o RNA derivado do gene 

"f'7 ,n ’ etado em C■ Vegans hermafroditas. Os embrioes 
obtidos desses hermafroditas injetados foram analisados por 
hibndizagao m situ usando-se sondas para RNA de mex-3 As 
sondas foram projetadas para ligar-se ao RNA mensageiro de 
mex-3, que normalmente se acumula nas gonadas de hermafro- 

mRNA Cm SeU l embri6e /' A % a93 ° de moleculas da sonda ao 
NA nos embrioes e facilmente detectada se as moleculas da 
sonda forem marcadas. Quando Fire e sens colaboradores fize- 
ram estes experiments de hibridizagao in situ, eles descobriram 
que em rioes de vermes que tinham sido injetados com RNA 
de mex-3 bifilamentar nao foram marcados pelas moleculas da 
sonc a, enquanto embrioes que tinham sido injetados com RNA 
umfilamentar complementar ao mRNA de mex-3, isto e, com 
RNA anti-sentido de mex-3, foram marcados embora nao tao 


lntensamente quanto os embrioes de vermes que nao tinham 
^loinjetados. O que estes resultados indicam sobre a eficacia 
do RNA anti-sentido bifilamentar versus unifilamentar pan si- 
ienciar a expressao genica? 

Resposta: Os resultados destes experiments de hibridizacao in 
situ indicam que o RNA bifilamentar e urn forte silenciador da 
expressao do genc mex-3 em embrioes de C. elegans. Em con- 
traste, o RN r A anti-sentido unifilamentar pouco tern efeito na 
expressao do gene mex-3. Os embrioes de vermes injetados com 
KNA bifilamentar de mex-3 nao levam nenlium RNA mensa¬ 
geiro detectavel de mex-3. A ausencia de RNA mensageiro de 
mex-x nesses embrioes e o resultado de RNA de interferencia 
induzido pelo RNA bifilamentar injetado. Os embrioes dos ver¬ 
mes injetados com RNA anti-sentido unifilamentar de mex-3 
levavam algum RiNA mensageiro de mex-3. Assim, o RNA anti- 

p e rA° c r filamentar de ,mX ~ 3 na ° 6 t5 ° efieiente quant o 
KNA bifilamentar de mex-3 na indugao de RNAi 


Questoes e Problemas 


Acentuam 


Op er ° ns sao comuns em bacterias mas nao em eucarionte« 
bugira urn motivo. 


21.2. Usando exemplos, descreva as dimensoes 
porais da regulagao genica eucariotica. 

21.3. Que fatores influenciam a concentragao e a 
moleculas de mRNA? 


espaciais e tern- 
longevidade das 


a compreensao e desenvolvem as habilidades analfticas. 

Por que hormonios esteroides interagem com receptores 
entro da celula, enquanto hormonios peptidicos intera¬ 
gem com receptores na superficie celular? 

21.5. Como voce pode usar os cromossomos politenicos de inse- 
tos fpteros para estudar a regulagao da transcrigao? 

21.6. Como voce pode distinguir urn acentuador de urn promotor? 
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21.7. Tropomiosinas sao protefnas que medeiam a interagao 
de actina e troponina, duas protefnas envolvidas na con- 
tragao muscular. Em animais superiores, tropomiosinas 
existem como uma famflia de protefnas muito correlatas 
que compartilham algumas seqiiencias de aminoacidos 
mas diferem em outras. Explique como estas protefnas 
poderiam ser criadas a partir do transcrito de um unico 
gene. 

21.8. Em Arabidopsis, um gene de p-tubulina ( TUB1) e expresso 
nas rafzes e outro gene de p-tubulina ( TUB8 ) e expresso nos 
tecidos vasculares. Sugira um mecanismo para explicar esta 
expressao histoespecffica. 

21.9. Que tecnicas podem ser usadas para mostrar que um gene 
de planta e transcrito quando a planta e iluminada com 
luz? 

21.10. Um pseudogene especifica um RNA? Ele especifica um 
polipeptfdeo funcional? 

21.11. Usando tecnicas de engenharia genetica, um pesquisador 
construiu um gene de fusao contendo os elementos de 
resposta a choque provocado por calor de um gene hsplO 
de Drosophila e a regiao codificante de um gene de agua- 
viva (gfp ) para protefna fluorescente verde. Esse gene de 
fusao foi inserido nos cromossomos de drosofilas vivas por 
tecnicas de transformagao mediada por transposons (Cap. 
18). Em que condigoes a protefna fluorescente verde sera 
produzida nessas moscas geneticamente transformadas? 
Explique. 

21.12. Suponha que o segmento do gene hsplO que foi usado para 
fazer a fusao hsplO/gfp no problema precedente tinha muta- 
goes em cada um de seus elementos de resposta ao choque 
provocado por calor. A protefna fluorescente verde codi- 
ficada por este gene de fusao seria produzida em moscas 
geneticamente transformadas? 

21.13. Por que faz sentido que a enzima fotossintetica ribulose 
1,5-bisfosfato-carboxilase (RBC) seja produzida especifica- 
mente quando plantas sao expostas a luz? 

21.14. Diferencie os motivos zinc finger e zfper de leucina encon- 
trados em alguns fatores de transcrigao eucarioticos. 

21.15. O produto proteico do gene sex-lethal de Drosophila e ne- 
cessario em femeas mas nao em machos. Preveja o fenotipo 
de uma Drosophila XY que seja hemizigota para uma muta- 
gao nula no gene ligado ao X Sex-lethal. 

21.16. As formas recompostas alternativamente de RNA do gene 
doublesex de Drosophila codificam protefnas que sao neces- 
sarias para bloquear o desenvolvimento de um ou outro 
conjunto de caracterfsticas sexuais. A protefna que e feita 
em femeas bloqueia o desenvolvimento de caracterfsticas 
masculinas e a protefna que e feita em machos bloqueia 
o desenvolvimento de caracterfsticas femininas. Preveja o 
fenotipo dos animais XX e XY homozigotos para uma mu- 
tagao nula no gene doublesex. 


21.17. Em Drosophila , a expressao do gent yellow e necessaria para 
a formagao do pigmento escuro em muitos tecidos dife- 
rentes; sem esta expressao, um tecido apresenta-se de cor 
amarela. Nas asas, a expressao do gene yellow e controlada 
por um acentuador situado antecedente ao sftio de inicia- 
gao da transcrigao do gene. Nas patas do tarso, a expressao 
e controlada por um acentuador situado dentro do unico 
fntron do gene. Suponha que, por engenharia genetica, o 
acentuador da asa e colocado dentro do fntron e o acentu¬ 
ador das patas e colocado antecedente ao sftio de infeio de 
transcrigao. Uma mosca levando este gene yellow modifi- 
cado em lugar do seu gene yellow natural teria asas e patas 
de pigmento mais escuro? Explique. 

21.18. Descreva a evidencia citologica de que o RNA e preferen- 
cialmente transcrito a partir de segmentos “frouxamente” 
organizados dos cromossomos. 

21.19. Qual a natureza de cada uma das seguintes classes de en- 
zimas? O que isto tern a ver com cromatina? (a) HAT, (b) 
HD AC, (c) HMT. 

21.20. Em lar\ r as de Drosophila , o unico cromossomo X em machos 
parece difuso e borrado nas celulas politenicas da glandula 
salivar. Esta observagao e compatfvel com a ideia de que os 
genes ligados ao X sao hiperativados em machos de Dro¬ 
sophila'? 

21.21. Que modificagoes qufmicas da histona H4 estao associadas 
a genes transcricionalmente ativos? 

21.22. O RNA bifilamentar derivado de um fntron seria capaz de 
induzir o RNA de interferencia? 

21.23. Que enzimas estao envolvidas na maturagao de pequenos 
RNA de interferencia e microRNA? 

21.24. Que nucleotfdeos sao metilados no DNA de mamfferos? 

21.25. O que e imprinting ? 

21.26. Suponha que femeas de camundongos homozigotas para o 
alelo a do gene Igf2 sao cruzadas com camundongos ma¬ 
chos homozigotos para o alelo b deste gene. Quais destes 
dois alelos serao expressos na prole Fj? 

21.27. Cite um exemplo de amplificagao genica no qual copias 
extracromossomicas do gene sao criadas para fornecer mais 
moldes para transcrigao. 

21.28. Em tripanossomas, que mecanismos resultam na expressao 
de uma glicoprotefna variante de superffeie diferente? 

21.29. Um pesquisador supos que em camundongos o gene A 
e ativamente transcrito em celulas hepaticas, enquanto o 
gene B e ativamente transcrito em celulas do cerebro. Des¬ 
creva os procedimentos que permitiriam ao pesquisador 
testar esta hipotese. 

21.30. Suponha que a hipotese mencionada na questao anterior e 
correta e que o gene A e ativamente transcrito em celulas do 
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figado enquanto o gene B e ativamente transcrito em celulas 
do cerebro. O pesquisador agora extrai quantidades equiva- 
lentes de cromatina de tecidos do figado e do cerebro e trata 
esses extratos separadamente com DNase I por um perfodo 21.31. 
de tempo limitado. Se o DNA que sobra apos o tratamento 
e entao fracionado por eletroforese em gel, transfer! do para 
uma membrana por transference de Soudiern e hibridizado 21.32. 
com uma sonda radioativamente marcada especffica do gene 


A , que amostra (figado ou cerebro) se esperara apresentar o 
maior sinal no auto-radiograma? Explique sua resposta. 

Por que mutagoes nulas no gene mle em Drosophila nao tem 
efeito em femeas? 

Quais sao os processos envolvidos em inativayao do cro- 
mossomo X em mamfferos? 
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No sentido horario a partir de cima: embriao de galinha 56 horas apos fertiliza<;ao; embriao 
humano oito semanas apos fertilizaqao; embriao de camundongo 10 dias apos fertiliza<;ao. 


Terapia Com Celulas Tronco: Urn Admiravel 
Mundo Novo? 


As celulas tronco estao nos noticiarios. Cientistas estao discutindo seus 
possfveis usos, e todos os tipos de pessoas - politicos, lideres religiosos, 
jornalistas e vitimas de doenqas tais como doen<;a de Parkinson, diabete e 
artrite, e mesmo celebridades de Hollywood - juntaram-se ao debate. Duas 













660 ■ 0 CONTROLE GENETICO DO DESENVOLVIMENTO ANIMAL 


caractensticas definem uma celula tronco. Primeiro, ela e capaz de aparentemente 
reproduzir-se sem limite, divisao apos divisao, produzindo descendentes iguais a ela. 
Segundo, ela e capaz de gerar uma prole comprometida com diferenciaqao em tipos 
especiais de celulas, como fibras musculares, linfocitos, neuronios ou celulas mus- 
culares. Devido a estas duas caracteristicas, as celulas tronco podem ter o poten- 
cial de multiplos usos terapeuticos: regenerar tecidos desgastados, substituir orgaos 
perdidos ou partes do corpo, corrigir danos na coluna dorsal ou no cerebro, aliviar 
deficits bioquimicos. Embora para seres humanos estas possibilidades ainda sejam fic- 
qao cientifica, existem evidences experimentais de que a terapia com celulas tronco 
pode funcionar. Celulas tronco derivadas de embrioes de camundongo podem for- 
mar celulas de apoio neuronal que compensam urn defeito bioquimico quando sao 
transplantadas para cerebros de camundongo. Elas tambem podem formar neuronios 
que restauram parcialmente o funcionamento da coluna dorsal quando sao transplan¬ 
tadas para ratos com danos na coluna dorsal. Estes resultados sao promissores, mas 
a esperanga que eles inspiram quanto a aplicagao da terapia de celulas tronco em 
humanos tambem levanta questoes morais. Onde pesquisadores e medicos consegui- 
rao obter celulas tronco humanas? Elas devem ser derivadas de embrioes ou as celu¬ 
las tronco que residem em tecidos corporeos de adultos devem ser adequadas para 
pesquisas e fins terapeuticos? A vida do embriao deve ser sacrificada para prolongar 
e melhorar a vida adulta? O intense debate sobre terapia de celulas tronco demons- 
tra que os avangos tecnologicos baseados nos estudos de diferenciagao celular e o 
processo de desenvolvimento animal estao comegando a criar problemas eticos que 
antes eram considerados meramente hipoteticos. O Admiravel Mundo Novo pode 
ter comegado. 


0 PROCESSO DE DESENVOLVIMENTO EM 
ANIMAIS 

A divisao celular, o movimento celular e a 
especializagao celular tem papeis na formagao de um 
animal multicelular a partir de um zigoto. v 

O desenvolvimento animal na verdade comega antes 
da feitilizagao do ovocito. Substancias cnticas sao sinte- 
tizadas pel a femea e seqiiestradas no ovocito para nutrir e 
controlar o desenvolvimento do zigoto em um organismo 
multicelular. Apos a fertilizagao, uma serie rapida de divi- 
soes mitoticas aumenta o numero de celulas no animal em 
desenvolvimento, geralmente sem muito crescimento no 
tamanho geral (Fig. 22.1). A massa resultante de celulas, a 
blastula, e relativamente indistinta, mas, mesmo neste es- 
tagio, algumas de suas celulas foram marcadas para formar 
tecidos especfficos no corpo do animal. Tais celulas foram 
destinadas, ou determinadas, a se desenvolver de um certo 
modo. A medida que o desenvolvimento continua, a blas¬ 
tula e reorganizada por uma serie de migragoes celulares, 
coletivamente chamadas de gastrulacao, para produzir um 
embriao com tres camadas celulares distintas - ectoderma 
(do lado externo), mesoderma (no meio) e endoderma 
(no interior). Estas tres camadas dao origem a tecidos es- 


pecfficos, que sao entao estruturados para formar orgaos. A 
partir da gastrulacao, as celulas tornam-se diferentes umas 
das outras, um processo chamado de diferenciacao. Esta e 
uma caracteristica importante do desenvolvimento animal, 
fornecendo as varias funcoes especializadas que sao neces- 
sarias para a vida. 

Ovocitogenese e Fertiliza^ao 

Todo o potencial do desenvolvimento de um animal esta 
contido em um zigoto. Quando espermatozoide e ovocito se 
unem, eles juntam os conjuntos paternos e maternos de ge¬ 
nes, o que da instrucoes detalhadas para o desenvolvimento. 
Entretanto, o desenvolvimento tambem e profundamente 
afetado pelos materials citoplasmaticos presentes no ovocito. 
Alguns destes materials, tais como o vitelo, sao nutritivos e 
servem de alimento para o animal em desenvolvimento. Ou- 
tros materiais sao determinantes em ajudar a estabelecer o 
proprio padrao basico de desenvolvimento. Tanto os com- 
ponentes nutritivos quanto os determinantes do citoplasma 
do ovo sao fabricados durante a ovocitogenese, o processo 
de formagao do ov^ocito. Isto envolve uma serie complexa de 
eventos, incluindo as duas divisoes meioticas, que reduzem o 
numero de cromossomos de diploide para haploide. Curio- 
samente, a segunda divisao meiotica as vezes nao e comple- 
tada senao apos a fertilizacao. 
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Zigoto 


Blastula 


Ini'cio de gastrula 


Gastrula avancada 



Placa neural 
presuntiva 



Notocordio 

presuntivo 

Mesoderma 

presuntivo 

Endoderma 

Ectoderma 



As divisoes de clivagem Uma invaginacao da 

produzem uma esfera parede da blastula 

oca de celulas. comeca a rearranjar 

as celulas do embriao. 

(a) Primeiros estagios do desenvolvimento de Amphioxus. 


Quando a invaginacao 
esta completa, o 
embriao consiste em 
duas camadas de 
celulas que circundam 
uma cavidade oca. 


Neste estagio initial, as 
regioes do embriao ja 
foram determinadas 
para formar tecidos 
especificos. 



Sulco neural 




0 sulco neural 
desenvolve-se de uma 
invaginacao das celulas 
da camada externa 
(ectoderma) no lado 
dorsal do embriao. 


Bolsa 

mesodermica Notocordio 



0 notocordio e as bolsas 
mesodermicas desenvolvem-se de 
evaginacoes da camada interna 
de celulas (endoderma). 


(b) Morfogenese em Amphioxus. 



Coluna dorsal 


Revestimento 
do intestino 


Camadas 
interna e 
externa do 
mesoderma 



A coluna dorsal desenvolve-se do sulco 
neural, e as bolsas mesodermicas 
expandem-se para formar as camadas 
interna e externa do mesoderma. 

0 ectoderma diferencia-se em pele, 
e o endoderma forma o revestimento 
interno do intestino. 


Fig. 22.1 ■ Desenvolvimento embrionario do animal marinho Amphioxus, um protocordado. (a) Primeiros estagios do 
desenvolvimento embrionario. ( b ) Morfogenese. 


Em femeas, as divisoes meioticas produzem celulas de 
tamanhos desiguais (Cap. 2). A primeira divisao separa uma 
celula grande, o ovocito secundario, de uma celula pequena, 
o primeiro globulo polar. O ovocito secundario desenvolve- 
se no ovulo, enquanto o globulo polar degenera. Esta divisao 
desigual de celulas e claramente um modo de estocar mate¬ 
rials no citoplasma do zigoto. A segunda divisao meiotica 
tambem e desigual, pois a maior parte do citoplasma e reser- 
vada para o ovulo; apenas pequena parte formara o segundo 
globulo polar. 

As celulas vizinhas tambem nutrem o citoplasma do 
ovulo. Em muitos organismos, estas celulas produzem mate¬ 
rials que sao transportados para o ovocito, tendo uma fungao 
nutritiva ou de apoio. As celulas vizinhas tambem podem 


fornecer materials para envolver o ovocito. Em aves, por 
exemplo, uma envoltorio duro rico em calcio e formado por 
secregoes no oviduto, uma parte da via reprodutiva feminina 
pela qual o ovo passa em seu caminho para fora do corpo. 

A fertilizagao ocorre quando o ovocito e penetrado por 
um espermatozoide. Este e um processo complexo, envol- 
vendo interagoes de proteinas diferentes nas superficies dos 
dois gametas. Quando o espermatozoide faz contato com 
o ovocito, ele ativa uma resposta no ovocito que faz com 
que o citoplasma perto da superficie do ovocito envolva o 
espermatozoide e o internalize. Apos o espermatozoide ter 
entrado no ovocito, este completa a meiose (se ja nao o tiver 
feito) e os nucleos do espermatozoide e do ovocito fundem- 
se para formar o nucleo do zigoto. Em alguns organismos, 
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como Drosophila , os nucleos do espermatozoide e do ovocito 
dividem-se mitoticamente uma vez antes da fusao. 

As Divisdes de Clivagem Embrionaria e a 
Forma^ao de Blastula 

Um zigoto recem-formado rapidamente divide-se em duas 
celulas, cada uma das quais se divide em mais duas, e as- 
sim em diante, ate que muitas celulas estejam presentes no 
embriao em desenvolvimento. Essas divisdes iniciais sao 
chamadas de divisdes de clivagem. Algumas vezes, elas 
ocorrem assimetricamente, de modo que as celulas filhas re- 
cebem quantidades diferentes de citoplasma (Fig. 22.2). En- 
tretanto, exceto em alguns casos curiosos, cada celula parece 
receber o mesmo material genetico. Assim, sua diferencia- 
cao subseqiiente em tipos celulares especfficos nao se deve a 
segregagao de genes ou cromossomos, mas sim a ativagao ou 
repressao de conjuntos especfficos de genes. 

A diferenciagao dos tipos celulares e precedida de de- 
terminagao, um processo no qual as celulas na blastula sao 
orientadas para destinos desenvolvimentais. Isto foi confir- 
mado por experimentos nos quais uma parte da blastula e 
removida cirurgicamente e transferida para uma posigao di- 
ferente, ou mesmo para um organismo diferente. Em alguns 
casos, esses transplantes sobrevivem e se diferenciam como 
o fariam se nao tivessem sido movidos. Assim, mesmo antes 
de haver uma evidencia visfvel de especializagao, algumas ce- 



Fig. 22.2 ■ Micrografia eletronica de varredura de um embriao 
do caracol marinho llyanassa obsoleta no estagio de oito celulas. A 
pequena celula no centro e um globulo polar. 


lulas na blastula sao determinadas para desenvolver-se de um 
modo especffico. Na epoca da formagao da blastula, o piano 
desenvolvimental basico do animal ja foi estabelecido. 

Gastrulagao e Morfogenese 

As celulas da blastula sao reorganizadas pela gastrulagao, 
uma serie de movimentos em que grupos de celulas migram 
para novas posigoes no embriao. Isto converte a blastula in- 
diferenciada, que e essencialmente de celulas esfericas, em 
um organismo com camadas celulares distintas, em geral 
chamadas de camadas germinativas primarias (nao con- 
fundir com celulas germinativas). Estas camadas formam os 
tecidos primitivos do animal - ectoderma, mesoderma e en- 
doderma - e acabarn por diferenciar-se em tecidos especffi¬ 
cos - nervoso, epitelial, muscular, sangfifneo, osseo, capilar, 
glandular, visceral, e assim em diante. Mediante uma com- 
binagao de movimentos celulares e diferenciagao, o corpo 
dos animais toma forma. No curso deste processo, em geral 
chamado de morfogenese, orgaos individuals tais como ce- 
rebro, coragao, intestinos e ffgado sao formados. 

■■ PONTOS IMPORTANTES 

^ O desenvolvimento de um animal multicelular envolve a atri- 
buigao dos destinos celulares (determinagao) e a subsequente 
realizagao destes destinos (diferenciagao). 

® Os materiais principais para as fases iniciais do desenvolvi¬ 
mento animal sao transferidos para o ovocito durante a ovoci- 
togenese. 

Apos a fertilizagao, o ovocito continua por varias divisdes de 
clivagem para formar uma esfera de celulas (a blastula), que 
e subsequentemente reorganizada por movimentos celulares 
(gastrulagao) para formar as camadas germinativas primarias 
(ectoderma, mesoderma e endoderma). 

8 Durante a morfogenese, tecidos e orgaos sao formados a partir 
das camadas germinativas primarias. 


ANALISE GENETICA DO DESENVOLVIMENTO 
EM ORGANiSMOS MODELOS 

Drosophila e C. elegans foram os primeiros organismos 
modelos para o estudo do desenvolvimento animal. 

A biologia desenvolvimental moderna depende in- 
tensamente de analise genetica, que deve comegar com a 
identificagao de genes relevantes. Isto e feito coletando-se 
mutagoes com fenotipos diagnosticos; por exemplo, se de- 
sejamos estudar o desenvolvimento das asas de um inseto, 
comegarfamos coletando mutagoes que alteram ou evitarn 
o desenvolvimento de asas. Entao mapearfamos estas mu¬ 
tagoes e as testarfamos quanto a alelismo umas com as ou- 
tras para definir e posicionar os loci geneticos relevantes. 
Uma vez identificados esses loci , combinarfamos mutagoes 
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representativas de cada de modo pareado para determi- 
nar se alguns sao epistaticos em relacao a outros. Tal teste 
de epistasia as vezes pode fornecer insights valiosos sobre 
como genes diferentes contribuem para um processo de- 
senvolvimental (Cap. 4). Finalmente, para investigar a 
base molecular da agao genica, teriamos que clonar ge¬ 
nes individuals envolvidos no processo desenvolvimental 
e estuda-los com as inumeras tecnicas moleculares hoje 
dispomveis. 

Nao sao muitos os animais adequados para tal programa 
de pesquisa agressivo. Consequentemente, geneticistas do 
desenvolvimento concentraram seus esforgos em alguns mo- 
delos nos quais e possivel fazer analise genetica intensa e 
biologia molecular de alta resolugao. Atualmente, as melho- 
res especies sao as moscas-das-frutas Drosophila melanogaster 
e o nematelminto Caenorhabditis elegans. As caracterfsticas 
que tornam estes dois invertebradas ideais para o estudo do 
desenvolvimento sao discutidas nas proximas duas segoes. 
Entre os invertebrados, o camundongo Mas musculus e o 
peixe-zebra Danio rerio sao as especies modelos para a analise 
genetica do desenvolvimento. Discutiremos o trabalho com 
estes animais perto do final deste capitulo. 


Drosophila como Organismo Modelo 

Drosophila foi introduzida no mundo da genetica em 1909 
pelo laboratorio de T. H. Morgan. Desde entao, intensas 
pesquisas a tornaram um dos eucariontes mais bem compre- 
endidos. Drosofilas adultas desenvolvem-se de ovos elipsoi- 
des com cerca de 1 mm de tamanho e 0,5 mm de largura em 
seu diametro miximo (Fig. 22.3 a). Cada ovo e circundado 
por um corion, uma estrutura rija tipo concha que e feita de 
materials sintetizados por celulas somaticas no ovario. A ex- 
tremidade anterior do ovo e distinguida por dois filamentos 
que ajudam a trazer oxigenio para o interior. O espermato- 
zoide entra no ovocito por outra estrutura anterior, a micro- 
pila. As divisoes de clivagem que seguem a fertilizagao sao 
rapidas - tao rapidas que nao ha tempo para que membranas 
se formem entre as celulas filhas. Consequentemente, o ern- 
briao inicial de Drosophila e de fato uma unica celula com 
muitos nucleos identicos. Tal celula e chamada de sincicio 
(Fig. 22.3 b). Apos o nono ciclo de divisao dentro do sincicio, 
os 512 nucleos que foram criados migram para a membrana 
citoplasmatica na periferia do embriao, onde continuam a 
se dividir quatro vezes mais. Alem disso, alguns dos nucleos 


Fig. 22.3 ■ (a) Foto de ovos de 
Drosophila, com (em cima) e sem 
(embaixo) o corion envoltorio. (b) 
Desenvolvimento embrionario inicial em 
Drosophila. 
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Fig. 22.4 ■ A localizagao de discos imaginais em larvas de 
Drosophila. 


migram para o polo posterior do embriao. No 13- ciclo de 
divisao, todos os nucleos do sineicio tornam-se separados 
uns dos outros por membranas celulares, criando uma ca- 
mada unica de celulas na superffcie do embriao. Esta ca- 
mada unica, chamada de blastoderma celular, e equivalente 
a blastula de outros organismos. Ela dara origem a todos 
os tecidos somaticos do animal. A celularizagao dos nucleos 
no polo posterior cria as celulas polares, que originam a 
linhagem germinativa adulta. Assim, neste estagio inicial do 
desenvolvimento, as linhagens somatica e germinativa do 
futuro adulto ja se separaram. 

O desenvolvimento do embriao de drosofilas em uma 
larva vermiforme requer cerca de um dia. Esta larva eclode 
abrindo caminho pela casca e comega a se alimentar voraz- 
mente. Ela se livra de sua pele duas vezes para acomodar au- 
mentos de tamanho e entao, cerca de cinco dias apos eclodir, 
torna-se imovel e endurece sua pele, formando uma pupa. 
Durante os quatro dias seguintes, muitos dos tecidos larvais 
sao destrufdos, e grupos achatados de celulas que foram se- 
qiiestrados durante os estagios larvais expandem-se e dife- 
renciam-se em estruturas adultas tais como antenas, olhos, 
asas e pernas. Como um inseto adulto e chamado de imago, 
esses grupos sao chamados de discos imaginais (Fig. 22.4). 
Quando tal reorganizagao anatomica esta completa, emerge 
um animal radicalmente diferente da pupa - um animal que 
pode voar e se reproduzir! 


Caenorhabditis como Organismo Modelo 

Caenorhabditis elegans (Fig. 22.5) tornou-se parte do cenario 
genetico nos anos 1960, logo depois que as drosofilas se esta- 
beleceram como um organismo experimental. Sydney Bren¬ 
ner, que inicialmente trabalhou com bacteriofagos, escolheu 
este nematodeo pequeno e de vida livre no solo como um 
modelo para estudar o desenvolvimento animal. C. elegans 
adulto tern cerca de 1 mm de tamanho, aproximadamente o 
mesmo tamanho que um ovo de drosofila. Eles se reprodu- 
zem rapidamente e prolificamente e podem ser facilmente 
criados em placas de agar que foram semeadas com bacterias 
E. coli como alimento. Em condigoes otimas, o ciclo de vida 
e completado em apenas tres dias. 

C. elegans e uma especie hermafrodita, isto e, aquela em 
que organismos individuais sao capazes de produzir tanto 




Fig. 22.5 ■ Fotos e diagramas mostrando os fenotipos de um 
Caenorhabditis hermafrodita (em cima) e masculino (embaixo). 


espermatozoides quanto ovocitos. Como nao ha sistema de 
auto-incompatibilidade, os espermatozoides podem fertilizar 
os ovocitos do mesmo animal. Para o pesquisador, essa auto- 
fertilizagao e um modo conveniente de tornar mutagoes re- 
cessivas homozigotas. Hermafroditas tern dois cromossomos 
X e cinco pares de autossomos. Ocasionalmente, animais 
com um so cromossomo X e cinco pares de autossomos sao 
produzidos por nao-disjungao meiotica. Esses animais sao 
machos, capazes de produzir espermatozoides mas nao ovo¬ 
citos. Machos XO podem ser cruzados com hermafroditas 
XX para efetuar procedimentos geneticos padroes tais como 
mapeamento de recombinagao e testes de complementagao. 

C. elegans e um animal transparente, que proporciona 
aos pesquisadores a oportunidade de obsen^ar cada celula 
no curso do desenvolvimento. John Sulston e colaboradores 
foram capazes de rastrear a linhagem de todas as celulas no 
verme adulto a partir do zigoto unicelular (Fig. 22.6). Este 
trabalho mostrou que os eventos do desenvolvimento de C. 
elegans sao essencialmente invariantes. Cada adulto herma¬ 
frodita consiste em 959 nucleos somaticos (algumas celulas 
sao multinucleadas) bem como um numero indeterminado 
de celulas germinativas. Um zigoto de C. elegans passa por 
uma serie de divisoes assimetricas de clivagem para produzir 
seis celulas “fundadoras”. Uma delas acaba por dar origem 
a toda a linhagem germinativa, uma ao intestino e uma aos 
musculos da parede corporea. As outras tres celulas fundado- 
ras produzem principalmente celulas nervosas e musculares. 
As linhagens celulares invariantes que formam os tecidos 
do adulto fazem de C. elegans um excelente organismo para o 
estudo do desenvolvimento. 

Outra caracteristica do desenvolvimento evidente em 
C. elegans e que algumas celulas nao sobrevivem ao estagio 
adulto. Estas celulas sao programadas para morrer. Tal feno- 
meno de morte celular, que os cientistas chamam de apop- 
tose, ocorre durante o desenvolvimento de muitos animais. 
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Fig. 22.6 ■ Uma parte da 
linhagem celular de C. elegans 
hermafrodita. P 0 , o zigoto. 
divide-se para produzir duas 
celulas indicadas como AB e 
P> Cada uma delas entao se 
divide para produzir dois pares 
de celulas, urn par indicado 
como AB.a e AB.p e o outro 
indicado como EMS e P 2 . Divisoes 
posteriores destas celulas e suas 
descendentes produzem todas as 
celulas do adulto hermafrodita. 
As seis celulas fundadoras sao 
indicadas em vermelho. 


No Cap. 24, veremos como isto tambem tem um papel em 
evitar a forma^ao de canceres. 

mm PONTOS IMPORTANTES 

K Em drosofilas, a sequencia de desenvolvimento e zigoto, em- 
briao, larva, pupa, adulto. 

® As linhagens de todas as celulas em um C. elegans adulto po- 
dem ser rastreadas ate o zigoto unicelular. 


ANALISE GENETICA DAS VIAS DE 
DESENVOLVIMENTO 

As vias de desenvolvimento podem ser estudadas 
identificando-se genes cujos produtos estao envolvidos 
na diferenciagao de fenotipos espedficos. 

A nogao de que os fenotipos resultam de uma serie de 
etapas em uma via e que genes controlam cada uma destas 
etapas surgiu nos anos 1930 e 1940 de uma combinagao de 
investigates geneticas e bioqui'micas. Naquela epoca, ja ti- 
nha sido estabelecido que as celulas efetuam varias reaches 
bioqui'micas, cada uma catalisada por uma enzima, e que va- 
rias reagoes podem ser associadas para formar uma via (veja 
Cap. 14). A genetica proporcionou a percepgao principal de 
que cada enzima em uma via e codificada por um gene. Uma 
mutagao em um desses genes poderia, portanto, inativar 
uma enzima essencial, bloqueando toda a via e causando um 
fenotipo mutante. Os geneticistas logo perceberam que, es- 
tudando tais mutagoes, eles podiam identificar cada etapa na 
via. Alem disso, analisando pares de mutagoes, eles podiam as 
vezes dispor as etapas em uma ordem temporal correta. Essa 
dissecgao genetica de vias bioqufmicas logo foi estendida a 
outros processos biologicos, incluindo o desenvolvimento. 

Uma via de desenvolvimento consiste em eventos envol¬ 
vidos na diferenciagao de tecidos e orgaos. Produtos genicos 
diferentes participant desses eventos, incluindo alguns que 
sao moleculas sinalizadoras, alguns que sao receptores de 


sinal, outros que sao transdutores de sinal e ainda outros que 
sao fatores de transcrigao. Outros tipos de protemas regu¬ 
lator's tambem podem estar envolvidos. Ao final, uma via 
gera os componentes que formam as estruturas de tecidos e 
orgaos particulars. Ela cria, portanto, um fenotipo. 

Os componentes de uma via sao ordenados causalmente 
pelo modo em que causam o fenotipo. O gene A pode 
pioduzir uma protefna secretada que atua como um sinal 
pat a estimular a transcrigao do gene A”, cujo produto e um 
componente de uma celula diferenciada. Essa estimulagao 
pode ser mediada por outros produtos genicos, incluindo, 
por exemplo, um receptor ligado a membrana para a pro¬ 
tema A, protemas intracelulares que sao ativadas por este 
receptor e um ou mais fatores de transcrigao que respon¬ 
dent a esta ativagao ligando-se a acentuadores perto do 
gene X para induzir sua expressao. A estrutura geral da via e 
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ordenadas por uma cadeia causal que ao final produz uma 
protefna caracteristica de unta determinada celula diferen¬ 
ciada. As setas entre os genes na via indicam a ordem na qual 
os produtos genicos amain para causar um estado diferen- 
ciado. 

Em Drosophila e Caenorhabditis, as vias desenvolvimentais 
para diferenciagao sexual estao entre as mais estudadas. Tais 
vias controlam a diferenciagao dos tecidos somaticos ent es¬ 
truturas masculinas e femininas. Outras vias, nao tao bem 
compreendidas, controlam o desenvolvimento de tecidos 
nas linhagens germinativas masculina e feminina. As vias de 
determinagao do sexo somatico de Drosophila e Caenorhabdi¬ 
tis envolvem mecanismos moleculares totalmente diferentes. 
Em Diosophila, os genes principais codificam protemas que 
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regulam recomposigao do RNA, enquanto em Caenorhabdi- 
tis elas codificam moleculas sinalizadoras, seus receptores e 
fatores de transcrigao. Em ambos os animais, entretanto, a 
via de determinagao do sexo responde ao mesmo sinal fun¬ 
damental, que e a proporgao de cromossomos X em relagao 
a autossomos. Quando a proporgao e de 1,0 ou maior, a via 
produz um fenotipo feminino (ou um fenotipo hermafrodita 
em C. elegcins ), ao passo que, quando e de 0,5 ou menos, pro¬ 
duz um fenotipo masculino. 

Determinate) do Sexo em Drosophila 

A via de determinagao do sexo em Drosophila tern tres com- 
ponentes: (1) um sistema para avaliar a proporgao X:A bem 
no infeio do embriao; (2) um sistema que convene esta pro¬ 
porgao em um sinal desenvolvimental; e (3) um sistema que 
responde a este sinal produzindo estruturas masculinas ou 
femininas. 


Avaliagao da Proporgao X:A 

O sistema para avaliagao da proporgao X:A envolve inte- 
ragoes de proteinas produzidas maternamente que foram 
depositadas no citoplasma do ovocito e sintetizadas embrio- 
nariamente que sao codificadas por varios genes ligados ao X 
(Fig. 22.7). Devido a estrita dependencia de dose, estas ulti¬ 
mas proteinas sao o dobro mais abundantes em embrioes XX 
do que em embrioes XY e portanto fornecem um meio para 
“contar” o numero de cromossomos X presentes. Como os 
genes que codificam estas proteinas afetam o numerador da 
proporgao X:A, eles sao chamados de elementos numera- 
dores. Outros genes situados nos autossomos afetam o de- 
nominador da proporgao X:A. Estes chamados elementos 
denominadores codificam proteinas que antagonizam os 
produtos dos elementos numeradores. Conseqiientemente, 
a medida que a dosagem dos elementos do denominador au- 
menta, a dosagem “percebida” de elementos do numerador 
e diminufda, e o numero de cromossomos X presentes no 
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22.7 ■ Avaliagao da proporgao X:A por elementos do numerador e do denominador em Drosophila. A proporgao de cromossomos X 
em relagao a autossomos e avaliada por interagoes dos produtos proteicos destes genes. 
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genotipo e subestimado. Este processo ocorre em Drosophila 
com dois cromossomos X e tres pares de autossomos (geno¬ 
tipo XX; AAA); tais moscas desenvolvem-se como intersexos 
em vez de femeas. O sistema para avaliar a proporgao X: 
A em Drosophila e portanto baseado no antagonismo entre 
produtos genicos ligados ao X (numerador) e autossomos 
(denominador). 

Gera<;ao de um Sinai de Desenvolvimento 

Uma vez avaliada a proporgao X:A, ela e convertida em um 
sinal molecular que controla a expressao do gene ligado ao X 
Sex-lethal (Sxl), o regulador principal da via de determinagao 
do sexo (Fig. 22.8). No infcio do desenvolvimento, este sinal 
ativa a transcrigao do gene Sxl a partir de Pe, o promotor 
“initial” do gene, mas so em embrides XX. Os transcritos 
iniciais deste promotor sao processados e traduzidos para 
produzir protema Sex-lethal funcional, denominada SXL. 
Apos apenas alguns ciclos de divisao, a transcrigao a partir 
do promotor Pe e substituida pela transcrigao a partir de ou- 
tro promotor, Pm, o chamado promotor de manutengao do 
gene Sxl. Curiosamente, a transcrigao a partir do promotor 
Pm tambem e iniciada em embrioes XY. Entetanto, os trans¬ 
critos a partir de Pm sao processados corretamente apenas 
se protema SXL estiver presente. Conseqiientemente, em 
embrioes XY, em que esta protema ainda nao foi feita, os 


transcritos Sxl sao alternativamente recompostos para in- 
cluir um exon com um codon de fim, e, quando estes trans¬ 
critos alternativamente recompostos sao traduzidos, eles ge- 
ram um polipeptideo curto sem ftingao reguladora. Assim, 
a recomposigao alternativa dos transcritos Sxl em embrioes 
XY nao resulta na produgao da protema SXL funcional, e 
na ausencia desta protema esses embrioes desenvolvem-se 
como machos. Em embrioes XX, em que a protema SXL 
foi feita inicialmente em resposta ao sinal X:A, os transcritos 
Sxl a partir do promotor Pm sao recompostos para produzir 
mais protema SXL. Este padrao de expressao e mantido por- 
que a protema SXL regula a recomposigao dos transcritos 
do gene Sxl de tal modo que eles codificam toda a protema 
SXL. Em embrioes XX, esta protema e portanto um regula¬ 
dor positivo de sua propria smtese - um curioso mecanismo 
de feedback que mantem a expressao da protema SXL em 
embrioes XX e impede sua expressao em embrioes XY. 

A protema SXL tambem regula a recomposigao de trans¬ 
critos de outro gene na via de determinagao do sexo, trans¬ 
former (tra) (Fig. 22.9). Esses transcritos podem ser proces¬ 
sados de dois modos diferentes. Em machos cromossomicos, 
em que a protema SXL esta ausente, o aparelho de recom¬ 
posigao sempre deixa um codon de fim no segundo exon do 
RNA tra. Assim, quando o RNA tra recomposto e traduzido, 
ele gera um polipeptideo truncado (e nao funcional). Em 
femeas, em que a protema SXL esta presente, este codon de 
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Fig* 22.8 ■ Expressao especifica do sexo do gene Sex-lethal (Sxl) em Drosophila. Embora este gene seja transcrito tanto em embrides XX 
quanto em XY, a recomposigao alternativa de seu RNA limita a smtese da proteina SXL a embrioes XX, que se desenvolvem como femeas. 
A ausencia da proteina SXL em embrioes XY faz com que eles se desenvolvam como machos. 
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22,9 I Regulagao da determinagao do sexo em Drosophila pelo gene Sex-lethal (Sxl). O gene Sxl regula a expressao do gene 
transformer [tra), que, por sua vez, regula a expressao do gene doublesex [dsx); o gene transformer2 ( tra2 ) tambem participa na regulagao 
de dsx. Os sinais + e - indicam a presenca ou ausencia das varias proteinas. 


fim prematliro e removido por recomposicao alternativa em 
pelo menos alguns dos transcritos. Assim, quando eles sao 
traduzidos, e produzida alguma proteina transformer fun- 
cional (chamada TRA). A proteina SXL portanto permite a 
smtese da proteina TRA funcional em embrioes XX mas nao 
em embrioes XY. 

Diferencia<;ao em Resposta ao Sinai 

A proteina TRA tambem funciona como um regulador do 
processamento do RNA. Juntamente com TRA2, uma pro- 
tema codificada pelo gene transformer 2 ( tra2 ), ela controla 
a expressao de doublesex (dsx), um gene autossomico que 
pode produzir duas proteinas diferentes por meio de re- 
composigao alternativa de seu RNA. Em embrioes XX, em 
que a proteina TRA esta presente, os transcritos dsx sao 
processados para codificar uma proteina DSX que reprime 
os genes necessarios para desenvolvimento masculino. As¬ 
sim, tais embrioes desenvolvem-se em femeas. Em embrioes 
XY, em que a proteina TRA esta ausente, os transcritos 
de dsx sao processados para codificar uma proteina DSX 
que reprime os genes necessarios para desenvolvimento fe¬ 
minino. Consequentemente, tais embrioes desenvolvem-se 
em machos. As proteinas TRA e TRA2 tambem controlam 
o processamento de transcritos de outro gene autossomico 
chamado fruitless (fru). Enfoque Tecnico: Fruitless descreve 
como foi elucidado o papel deste gene na diferenciacao 
sexual. 


Mutaqoes nos Genes de Determina^ao Sexual 

Foram obtidas mutagoes em cada um dos genes da via de 
determinagao do sexo em Drosophila (Quadro 22.1). Mu- 
tagoes de perda de fungao em Sxl impedem que a proteina 
SXL seja feita em femeas. Mutantes homozigotos portanto 
se desenvolveriam em machos. Entretanto, eles morrem 
ainda como embrioes. Essa morte embrionaria nao se deve 
a transformagao sexual incipiente, mas sim a uma anomalia 
no sistema de compensagao de dose (Cap. 21). Alem de 
regular a via de determinagao do sexo, Sxl tambem regula 
a compensagao de dose. Embora o mecanismo nao seja to- 
talmente compreendido, ele aparentemente impede a hipe- 
rativagao de genes ligados ao X em animais XX. Quando 
ocorre essa hiperativagao, como em mutantes Sxl homozi¬ 
gotos, os embrioes XX morrem porque ha muita expressao 
do gene ligado ao X. Entretanto, em animais XY, mutagoes 
de perda de fungao no gene Sxl nao tern efeito, o que e con- 
sistente com o fato de que a proteina SXL normalmente 
nao e feita em machos. 

As mutagoes de perda de fungao em transformer e transfor¬ 
mer "2 tern o mesmo fenotipo: tanto animais XX quanto XY de¬ 
senvolvem-se em machos. A transformagao sexual em animais 
XX demonstra que ambos os genes tra + e tra2 + sao necessarios 
para o desenvolvimento feminino. Entretanto, eles sao per- 
feitamente dispensaveis para o desenvolvimento masculino. 
As mutagoes de perda de fungao no gene dsx fazem com que 
embrioes XX e XY se desenvolvam em intersexos. O fenotipo 
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[NFOQUE JECMICO: 


: Fruitless 


Em 1963, na reuniao anual da American Society of Zoologists, Kul- 
bir Gill relatou a descoberta de uma nova mutaqao de esterilidade 
em macho de Drosophila. Machos homozigotos para esta muta- 
qao nao tentavam reproduzir-se com as femeas muito embora 
eles as cortejassem. Ainda mais marcante, os machos mutantes 
cortejavam outros machos, tanto mutantes quanto tipo selvagem. 
Este comportamento foi acentuadamente visto quando Gill co- 
locou urn grupo de machos mutantes juntos em uma cultura. Os 
machos formavam longas cadeias ou circulos, com cada macho 
na cadeia cortejando o macho na frente dele (Fig. 1). Entretanto, 
a mutaqao macho esteril aparentemente nao tinha efeitos em fe¬ 
meas. As femeas homozigotas mutantes cruzavam prontamente 
com machos tipo selvagem e geravam uma prole. 

Por muitos anos, a mutaqao macho esteril que Gill descobriu 
era pouco mais do que uma curiosidade de laboratorio. Entao, no 
final dos anos 1970 e comeqo de 1980, Jeffrey Hall e colaborado- 
res fizeram experimentos para mapear a mutaqao e caracterizar 
seus efeitos fenotipicos mais completamente. A mutaqao tam- 
bem recebeu urn nome, fruitless (fru), em reconhecimento a seu 
efeito de esterilidade do macho. 

Nos anos 1990, pesquisadores de varios outros laboratories dife- 
rentes fizeram um esforqo cooperative para clonar o gene fru. Seu 
trabalho, publicado em 1996 com Lisa Ryner como autora principal, 
estabeleceu que fru codifica um fator de transcriqao tipo zinc-fin¬ 
ger que regula os genes para comportamento sexual masculino - na 
verdade, a preference sexual masculina - em Drosophila. 

Os experimentos geneticos iniciais de Barbara Taylor sugeriram 
que fru controla uma ramificaqao na via de determinaqao do sexo 
em Drosophila (Fig. 22.9). As proteinas TRA e TRA2 regulam o pro- 
cessamento do RNA dsx. A recomposiqao alternativa de transcritos 
dsx em machos e femeas produz formas diferentes de um fator de 
transcriqao (DSX-femea e DSX-macho) que regulam os genes espe- 
cificamente envolvidos na diferenciacao sexual. Entretanto, Taylor 
observou que a formaqao de um musculo abdominal particular 
em machos nao era controlada pelo gene dsx. Este achado indicou 
que a via de determinaqao sexual tinha uma ramificaqao, regulada 
nao por dsx mas por outro gene ainda nao identificado, e que este 
gene desconhecido podia, como dsx, codificar fatores de transcri 
qao especfficos do sexo. Alem disso, parecia provavel que o gene 
desconhecido poderia ser regulado pos-transcricionalmente pelas 
proteinas de recomposiqao TRA e TRA2. 

As proteinas TRA e TRA2 ligam-se a uma sequencia de RNA 
com 13 nucleotideos de tamanho. Essa sequencia e repetida multi- 
plas vezes em transcritos do gene dsx. Assim, quando Ryner e seus 
colegas comeqaram seus esforqos para clonar fru, eles procura- 
ram outros genes que possuiam os sftios de ligaqao de RNA TRA/ 
TRA2 com 13 nucleotideos. Sua pesquisa os levou a um locus no 

'Ryner, L. C., S. F. Goodwin, D. H. Castrillon, A. Anand, A. Villella, B. S. Baker, J. C. 
Hall, B. J. Taylor e S. A. Wasserman. 1996. Control of male sexual behavior and 
sexual orientation in Drosophila by the fruitless gene. Cell 87:1079-1089. 



Fig. 1 ■ Machos de Drosophila homozigotos para a mutacao 
fruitless (fru) fazendo corte uns aos outros. Cada macho na cadeia 
corteja o macho a sua frente. 

cromossomo 3 onde o gene fru foi mapeado. Clonagem e analise 
do DNA nesse locus revelou a estrutura molecular do gene fru. Ele 
contem tres copias da sequencia de ligaqao ao RNA TRA/TRA2 
com 13 nucleotideos, e, como esperado, sua expressao e regulada 
ao nivel da recomposiqao pelas proteinas TRA e TRA2. 

O padrao da expressao de fru e complexo. Existem varios promo- 
tores, e os transcritos do gene sao recompostos alternativamente 
em machos e femeas. Em machos, pelo menos um dos produtos 
de fru e um fator de transcricao. Nao esta claro se uma versao di- 
ferente deste fator de transcricao e feita em femeas. Experimentos 
de hibridizaqao in situ com RNA indicam que a expressao de fru e 
limitada a um numero relativamente pequeno de neuronios no sis- 
tema nervoso central da mosca, alguns dos quais foram implicados 
no controle do comportamento sexual masculino. 

A descoberta do gene fru de Drosophila cria a possibilidade de 
que a orientaqao sexual esteja sob controle genetico em outras 
especies, incluindo a nossa. De fato, Dean Hamer e colaboradores 
sugeriram que um gene no braqo longo do cromossomo X contri- 
bui para a homossexualidade em humanos. 2 Entetanto, a natureza 
deste gene, caso ele exista 3 , e desconhecida. 

2 Hamer. D. H., S. Hu, V. L. Magnuson, N. Hu e A. M. L. Pattatucci. 1993. A linkage 
between DNA markers on the X chromosome and male sexual orientation. 
Science 261:321-327. 

'Rice, G., C. Anderson, N. Risch e G. Ebers. 1999. Male homosexuality: absence 
of linkage to microsatellite markers at Xq28. Science 284: 665-667. 
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intersexual aparece porque ambas as vias de desenvolvimento 
masculina e feininina sao ativadas em mutantes dsx. 

Determinagao do Sexo em Caenorhabditis 

A via de determinagao do sexo somatico em Caenorhabditis 
envoive pelo menos 10 genes diferentes (Fig. 22.10). Como 
em drosofilas, mutacoes nestes genes alteram o desenvol¬ 
vimento sexual (Quadro 22.1). Por exemplo, mutacoes de 
perda de funcao nos dois genes transformer tra-l e tra-2 (nao 
confundir com os genes tra e tra2 de Drosophila) fazem com 
que animais XX se desenvolvam em machos e mutagoes de 
perda de fungao no gene hermafrodite her-1 fazem com que 
animais XO se desenvolvam em hermafroditas. Estas altera- 
goes fenotfpicas mostram que os produtos dos genes tra-l 
e tra-2 sao necessarios para desenvolvimento hermafrodita 
normal e que o produto do gene her-1 e necessario para 
desenvolvimento masculino normal. Mutagoes de perda 
de fungao em tres outros genes ,fem-l,fem-2 efem-3 (para 
feminizagao), fazem com que animais XO se desenvolvam 
em femeas sem espermatozoides. Este fenotipo feminizado 
mostra que os produtos do gene fem sao necessarios para 
desenvolvimento masculino normal. 

Pesquisadores foram capazes de arrumar estes seis genes 
em uma via de desenvolvimento. O primeiro gene, her-1 , 
codifica uma protefna secretada que provavelmente e uma 
molecula sinalizadora. O gene seguinte, tra-2, codifica uma 
protefna ligada a membrana, que pode fancionar como um 
receptor para a protefna sinalizadora her-1. Os produtos dos 


genes fem sao protefnas citoplasmaticas que podem transdu- 
zir o sinal her-1, e o ultimo gene na via, tra-l , aparentemente 
codifica um fator de transcrigao tipo zinc-finger , que pode 
regular os genes envolvidos em diferenciagao sexual. 

Em Caenorhabditis , a via de determinagao do sexo parece 
envolver uma serie de reguladores negatdvos da expressao ge- 
nica. Em animais XO, o produto genico secretado her-1 apa¬ 
rentemente interage com o produto genico tra-2, tornando-o 
inativo. Essa interagao permite que os tres produtos do gene 
fem sejam ativados, e eles inativam coletivamente o produto 
d° g ene tra-l , que e um regulador positivo de diferenciagao 
feininina. Visto que o animal nao pode desenvolver-se como 
hermafrodita sem a protefna ativa de tra-l , ele se desenvolve 
como macho. Em animais XX, a proteina her-1 nao e produ- 
zida. Assim, seu receptor hipotetico, a protefna de tra-2 , per- 
manece ativo. A protefna ativa de tra-2 fez com que o produto 
do gene fem seja inativado, o que por sua vez permite que a 
protefna de tra-l estimule a diferenciagao feininina. Portanto, 
o animal desenvolve-se como hermafrodita. 

O desenvolvimento sexual em Caenorhabditis depende 
fundamentalmente da proporgao X:A, como ocorre em Dro¬ 
sophila. De algum modo, esta proporgao e convertida em 
um sinal molecular que controla a diferenciagao sexual. Este 
mesnio sinal tambem controla o fenomeno de compensa- 
gao de dose, que em Caenorhabditis envolve hipoativagao dos 
dois cromossomos X no hermafrodita (Cap. 21). O sinal da 
proporgao X:A e direcionado para as vias de determinagao 
do sexo e compensagao de dose por meio de uma curta via 
envolvendo pelo menos quatro genes. Um deles, xol-1, e ne- 


QUADRO 22.1 


SL M 2S i ' Pe,da d ' ^ sm s -“ d * «" ""to "*'". 


Gene 


Fenotipo mutante XX 


Fenotipo mutante XY (ou XO) 


Drosophila melanogaster 

Gene numerador 

Gene denominador 

Sxl 

tra 

tra2 

dsx 

Caenorhabditis elegans 

xol-1 

sdc-l 

sdc-2 

sdc-3 

her-1 

tra-2 

fem-1 

fej?i-2 

fem-3 

tra-l 


letal 

sem efeito 
letal 
macho 
macho 

intersexo esteril 

sem efeito 

masculinizado 

masculinizado 

sem efeito na determinagao do sexo 

sem efeito 

macho 

femea 

femea 

femea 

macho 


sem efeito 
viabilidade reduzida 
sem efeito 
sem efeito 
macho esteril 
intersexo esteril 

letal 

sem efeito 
sem efeito 
sem efeito 
hermafrodita fertil 
sem efeito 
femea 
femea 
femea 

efeitos menores na gonada 


*Fonte: Parkhurst, S. M., e P. M. Meneely. 1994. Science 264: 924-932. 
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Proporcao X:A 


1,0 

0,5 



Fig. 2210 ■ Via desenvolvimental para a determinagao do sexo em Caenorhabditis. Diferenciagao do animal como macho ou como 
hermafrodita depende de uma cascata de expressao genica, que por sua vez depende da proporgao X:A. A compensagao de dose tambem 
depende da proporcao X:A. 


cessario em machos mas nao em hermafroditas. Mutagoes de 
perda de fungao em xol-1 fazem com que animais XO mor- 
ram, donde o nome do gene, XO-lethal . Tres outros genes, 
sdc-1, sdc-2 e sdc-3 (de determinagao do sexo e rompensagao 
de dose), sao regulados negativamente por xol-1. Mutagoes 
de perda de fungao nesses genes ou matam animais XX ou os 
transformam em machos. Assim, os genes sdc sao necessarios 
em hermafroditas mas nao em machos. 

warn P0NT0SIMPORTANTES 

■ Em Drosophila, a via que controla a diferenciagao sexual en- 
volve alguns genes que avaliam a proporgao X:A, alguns que 
convertem esta proporgao em um sinal de desenvolvimento e 
outros que respondem ao sinal produzindo estruturas masculi- 
nas ou femininas. 

■ O gene Sex-lethal (Sxl) tern um papel importante no desenvol¬ 
vimento sexual de Drosophila regulando a recomposigao de 
seu proprio transcrito e a de outro gene [tra). 

■ Em C. elegans, a via de diferenciagao sexual envolve genes que 
codificam proteinas sinalizadoras, seus receptores, transduto- 
res de sinal e fatores de transcrigao. 


ATIVIDADE GENICA MATERNA NO 
DESENVOLVIMENTO 

Os materiais transportados para o ovocito durante a 
ovocitogenese desempenham um papel importante no 
desenvolvimento embrionario. 

Eventos importantes ocorrem no desenvolvimento ani¬ 
mal mesmo antes do ovocito ser fertilizado. Nessa epoca, 


materiais nutritivos e determinativos sao transportados para 
o ovocito vindos de celulas vizinhas, aumentando os esto- 
ques alimenticios e organizando o ovo para seu subseqiiente 
desenvolvimento, o equivalente molecular ao carinho ma- 
terno. Esses materiais sao gerados pela expressao de genes 
no sistema reprodutivo feminino, alguns sendo expressos em 
tecidos reprodutivos somaticos e outros apenas em tecidos da 
linhagem germinativa. Coletivamente, esses genes ajudam a 
formar ovos que podem desenvolver-se em embrioes apos 
a fertilizagao. Em algumas especies, tais produtos genicos 
maternos estabelecem o piano corporeo basico do embriao, 
distinguindo a parte anterior da posterior e a parte dorsal da 
ventral. Estes materiais maternamente fornecidos portanto 
estabelecem um sistema molecular coordenado para guiar 
um desenvolvimento embrionario. 

Genes de Efeito Materno 

Mutagoes em genes que contribuem para a formagao de ovos 
saudaveis podem nao ter efeito na viabilidade ou no aspecto 
das femeas que produzem esses ovos. Os efeitos so podem 
ser vistos na geragao seguinte. Tais mutagoes sao chamadas 
de mutagoes de efeito materno porque o fenotipo mutante 
na prole c causado por um genotipo mutante em sua mae. 

Os genes identificados por tais mutagoes sao chamados de 
genes de efeito materno. O gene dorsal (dl) em Drosophila 
e um bom exemplo (Fig. 22.11). Reprodugoes entre moscas 
homozigotas para mutagoes recessivas neste gene produzem 
prole inviavel. Este efeito letal e estritamente materno. Um 
cruzamento entre femeas mutantes homozigotas e machos 
tipo selvagem homozigotos produz prole inviavel, mas o 
cruzamento reciproco (machos mutantes homozigotos x 
femeas tipo selvagem homozigotas) produz prole viavel. O 
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+ dl 


Embriao mutante devido 
a efeito matemo 


Embriao tipo selvagem 


Fig. 22.11 ■ O efeito matemo de uma mutagao no gene dorsal 
(dl) de Drosophila. O fenotipo mutante e um embriao que nao tern 
tecidos ventrais; isto e, e dorsalizado. 


efeito letal da mutagao dorsal portanto se manifests apenas 
se as femeas forem homozigotas para ela. O genotipo do 
macho e irrelevante. 

A caracterizacao molecular do gene dorsal revelou a base 
deste efeito materno. O gene dorsal codifica um fa tor de 
transcrigao que e produzido durante a ovocitogenese e e es- 
tocado no ovo. No inicio do desenvolvimento, esse fator de 
transcrigao tem um papel importante na diferenciagao das 
partes dorsal e ventral do embriao. Quando ele esta ausente, 
as partes ventrais diferenciam-se incorretamente como se 
estivessem na parte dorsal, criando um embriao com dois 
lados dorsais. Esta condigao letal nao pode ser evitada por 
um alelo dorsal tipo selvagem herdado do pai, pois doi'sal nao 
e transcrito no embriao. Como sua expressao e limitada a 
linhagem germinativa feminina, as mutagoes em dorsal sao 
letais estritamente de efeito materno. 


Determinant) dos Eixos Dorsal-Ventral e 
Anterior-Posterior em Embrioes de Drosophila 

Animais com simetria bilateral tem dois eixos corporeos pri- 
marios, um que distingue o lado dorsal do ventral e o outro 
que distingue a cabega da cauda (anterior do posterior). Am- 
bos os eixos sao estabelecidos muito cedo no desenvolvi¬ 
mento, em algumas especies ate mesmo antes da fertilizagao. 


Em Drosophila , os processos de formagao do eixo foram dis- 
secados geneticamente coletando-se mutagoes que afetam o 
desenvolvimento embrionario inicial. 

Nos anos 1970 e 1980, foram feitas intensas pesquisas 
sobre tais mutagoes por Christiane Niisslein-Volhard, Eric 
Weischaus, Tmdi Schiipbach, Gerd Jurgens e outros. Es¬ 
tes pesquisadores usaram mutagenos qufmicos para indu- 
zir mutagbes em cada um dos cromossomos de Drosophila. 
Muitas mutagoes foram identificadas, incluindo letais de 
efeito materno em genes tais como dorsal. Analises geneticas 
e moleculares destas mutagoes forneceram uma consideravel 
compreensao sobre os eventos do desenvolvimento inicial 
de Drosophila. 

Formagao do Eixo Dorsal-Ventral 

Em Drosophila , a diferenciagao do embriao juntamente com 
o eixo dorsal-ventral e baseada na agao do fator de transcri- 
gao codificado pelo gene dorsal (Fig. 22.12). Esta protema e 
sintetizada maternamente e estocada no citoplasma do ovo. 
Na epoca da formagao do blastoderma, a protema dorsal en- 
tra no micleo no lado ventral do embriao, induzindo a trans- 
crigao de dois genes chamados rcoist e snail (denominados 
por seus fenotipos mutantes). Nesses mesmos nucleos, ela 
reprime os genes zerkniillt (do alemao, enrugado) e decapen- 
taplegic (das palavras gregas para “15” e “stroke”). Aindugao e 



Celulas dorsais diferenciam-se em epiderme. 




^ Os genes twist e snail sao reprimidos. 

Os genes zerkniillt e decapentaplegic sao induzidos. 



0 fator de transcricao 
dorsal e excluido dos 
nucleos no lado dorsal. 





Fator de transcricao dorsal 
entra nos nucleos do 
lado ventral (laranja). 


Os genes twist e snail sao induzidos. 


Os genes zerkniillt e decapentaplegic sao reprimidos. 


aA/> 


9 Celulas ventrais diferenciam-se em mesoderma. 


Fig. 22.12 ■ Determinagao do eixo dorsal-ventral em Drosophila 
pela protema dorsal, um fator de transcrigao que so atua nos 
nucleos do lado ventral do embriao. Os genes twist, snail , zerknullt 
e decapentaplegic sao regulados pela protema dorsal. 
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a repressao seletiva dos genes fazem com que as celulas ven- 
trais se diferenciem no mesoderma embrionario. No lado 
oposto do embriao, onde a protema dorsal e exclufda dos 
nucleos, twist e snail nao sao induzidos, e zerkniillt e decapen- 
taplegic nao sao reprimidos. Conseqiientemente, tais celulas 
diferenciam-se na epiderme embrionaria. A entrada do fator 
de transcrigao dorsal nos nucleos ventrais e sua exclusao dos 
nucleos dorsais iniciam, portanto, a diferenciagao ao longo 
do eixo dorsal-ventral. 

Mas o que ativa a protema dorsal a mover-se para os nu¬ 
cleos de apenas um lado do embriao? A resposta e uma in¬ 
teragao de duas protemas no lado ventral do embriao em 
desenvolvimento (Fig. 22.13). Uma protema, o produto do 
gene Toll (da palavra alema para “tufo”), e uniformemente 
distribuida pela superficie do embriao. Essa protema e in- 
serida na membrana plasmatica que circunda o embriao. A 
outra protema, o produto do gene spdtzle (da palavra alema 
para “pequena bolinha”), e encontrada no espago perivite- 
lino, uma cavidade cheia de lfquido entre a membrana plas¬ 
matica e a membrana vitelina externa. Pela agao de uma 
protease codificada por um gene chamado easter (porque 
foi descoberto em Easter Sunday), a protema spatzle e que- 
brada para produzir um polipeptideo que interage com a 
protema Toll. Entretanto, devido a um padrao estabelecido 
pelas celulas foliculares que circundam o ovocito antes dele 
ser fertilizado, a clivagem da protema spatzle so ocorre no 
espago perivitelmico do lado ventral do embriao. Quando 
a protema Toll interage com o polipeptideo spatzle gerado 
ventralmente, inicia-se uma cascata de eventos dentro do 
embriao que acaba por enviar a protema dorsal para os nu¬ 
cleos embrionarios. La, a protema dorsal funciona como um 
fator de transcrigao para regular a expressao dos genes twist , 


snail , decapentaplegic e zerkniillt. Assim, a protema Toll ligada 
a membrana atua como um receptor do polipeptideo deter- 
minativo spatzle, e a interagao ffsica destas duas moleculas 
atua como um sinal para disparar um programa genetico 
para a diferenciagao do embriao ao longo de seu eixo dorsal- 
ventral. 

Formaqao do Eixo Anterior-Posterior 

O eixo anterior-posterior em Drosophila e criado pela sin- 
tese regional de fatores de transcrigao codificados pelos 
genes hunchback e caudal (Fig. 22.14). Estes dois genes sao 
transcritos nas celulas nutritivas e na linhagem germinativa 
materna, isto e, as celulas que apoiam o crescimento e o 
desenvolvimento do ovocito. Os transcritos maternos dos 
genes hunchback e caudal sao entao levados para o ovocito, 
onde ficam uniformemente distribufdos no citoplasma. En¬ 
tretanto, ambos os tipos de transcritos sao traduzidos em 
partes diferentes do embriao. O RNA hunchback e tradu- 
zido apenas na parte anterior, e o RNA caudal e traduzido 
apenas na parte posterior. Esta tradugao diferencial produz 
gradientes de concentragao das protemas codificadas por es- 
tes dois genes. A protema hunchback e concentrada na parte 
anterior do embriao e a protema caudal e concentrada na 
parte posterior. Estas duas protemas entao funcionam para 
ativar ou reprimir a transcrigao dos genes cujos produtos 
estao envolvidos na diferenciagao do embriao ao longo de 
seu eixo anterior-posterior. 

O que limita a tradugao do RNA hunchback a parte ante¬ 
rior do embriao e do RNA caudal a parte posterior? Ocorre 
que dois RNA fornecidos maternamente estao envolvidos, um 
transcrito do gene bicoid e o outro do gene nanos . Ambos estes 




Dorsal 


Membrana vitelina 
Espaco perivitelino 


Membrana 

plasmatica 


Protema Spatzle 
Protema Toll 


Nucleos de 
blastoderma 


Protease Easter 


Ventral 


Polipeptideo 
spatzle ativo 


Complexo 
polipeptidico 
Toll/spatzle. 

Protema dorsal 


A 

9 A P r oteina receptora Toll e distribuida 
uniformemente na superficie da 
membrana plasmatica do embriao. 

A proteina spatzle e distribuida pelo 
espaco perivitelino. 

AA/O 

9 A protease Easter diva a proteina 
spatzle para produzir um polipeptideo 
spatzle ativo. 

aa p 

9 0 polipeptideo spatzle ativo interage 
com a proteina receptora Toll. 


Q 0 complexo polipeptidico Toll/spatzle 
ativo estimula a proteina dorsal a 
entrar nos nucleos do lado ventral 
do embriao (laranja). 


Fig. 22.13 ■ Corte de um embriao de Drosophila mostrando a interagao da proteina receptora Toll ligada a membrana com um 
polipeptideo da proteina spatzle que induz a diferenciagao ao longo do eixo dorsal-ventral. A formagao do polipeptideo spatzle de 
interagao ocorre no espago entre a membrana plasmatica e a membrana vitelina do lado ventral do embriao. 
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Determinacao anterior 


Determinacao posterior 



RNA hunchback e caudal sao uniformemente 
distribuldos pelo ovocito. 


Q RNA de bicoid e nanos acumulam-se em 
extremidades opostas do ovocito, o RNA de 
bicoid na anterior e o RNA de nanos na posterior. 


No ovocito: 



RNA hunchback 



RNA caudal 



RNA de bicoid 


:? 

RNA de nanos 


Q Os RNA de bicoid e nanos sao localmente 
traduzidos no embriao. As proteinas resultantes 
difundem-se para formar gradientes, com a 
proteina de bicoid concentrada na regiao anterior 
e a proteina de nanos concentrada na regiao posterior. 


Em blastoderma sincicial: 



Proteina bicoid 


^ooooooo^ 



’QoQ ooooog g? 

Proteina nanos 



Q A proteina bicoid impede a traducao de RNA caudal 
na parte anterior do embriao; a proteina nanos 
impede a traducao do RNA de hunchback 
na parte posterior do embriao. 



Q RNA de hunchback e traduzido em proteina na 
parte anterior do embriao; RNA de caudal e 
traduzido em proteina na parte posterior do embriao. 



Proteina hunchback 



Proteina caudal 


A proteina hunchback (e bicoid) atua como fatores 
de transcricao para regular os genes de 
diferenciacao da regiao anterior do embriao; 
a proteina caudal atua como fator de transcricao 
para regular os genes de diferenciacao da regiao 
posterior do embriao. 


No embriao: 



Segmentos anteriores 


Fig. 22.14 ■ Determinacao do eixo anterior-posterior em Drosophila pelos RNA, fornecidos pela mae, dos genes hunchback, caudal, 
bicoid e nanos. Para cada ovocito ou embriao, anterior esta a esquerda e posterior esta a direita. 


RNA sao sintetizados nas celulas nutritivas da linhagem ger- 
minativa materna e sao entao transportados para o ovocito. O 
RNA bicoid toma-se ancorado a parte anterior do ovocito em 
desenvolvimento e o RNA nanos torna-se ancorado a parte 
posterior. Apos a fertilizagao, cada tipo de RNA e localmente 
traduzido, e os produtos proteicos resultantes difundem-se 
pelo embriao para formar gradientes de concentragao. A pro- 
teina bicoid e concentrada na extremidade anterior e a protei¬ 
na nanos e concentrada na extremidade posterior. 


A proteina bicoid tern duas fungoes. Primeira, ela atua 
como um fator de transcrigao para estimular a sintese de 
RNA de varios genes, incluindo o hunchback. Esses RNA sao 
entao traduzidos em proteinas que controlam a formagao das 
estruturas anteriores do embriao. Segunda, a proteina bi¬ 
coid impede a tradugao do RNA caudal ligando-se a seqiien- 
cias nao traduzidas na regiao 3’ deste RNA. Assim, sempre 
que a proteina bicoid e abundante (isto e, na parte anterior 
do embriao), o RNA caudal nao e traduzido em proteina. 
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Contrariamente, sempre que a protefna bicoid e rara (isto e, 
na parte posterior do embriao), o RNA caudal e traduzido 
em protefnas. A regulagao traducional do RNA caudal pela 
protefna bicoid e portanto responsavel pelo gradiente de 
protefna caudal que se forma no embriao. Como a protefna 
caudal e um ativador especffico de genes que controlam a 
diferenciagao posterior, a parte do embriao que tem a mais 
alta concentragao de protefna caudal desenvolve estruturas 
posteriores. 

Ao contrario da protefna bicoid, a protefna nanos nao 
funciona como um fator de transcrigao. Entretanto, como 
a protefna bicoid, ela funciona como um regulador tradu¬ 
cional. A protefna nanos e concentrada na parte posterior 
do embriao, e la liga-se a regiao 3 5 nao traduzida do RNA 
hunchback e causa a degradagao deste RNA. Conseqiiente- 
mente, a protefna hunchback nao e sintetizada na parte pos¬ 
terior do embriao. Em vez disso, sua sfntese e restrita a parte 
anterior do embriao onde atua como um fator de transcrigao 
para regular a expressao de genes envolvidos na diferencia¬ 
gao anterior-posterior. Sempre que a protefna hunchback e 
sintetizada, o embriao desenvolve estruturas anteriores. 

mm PONTOSIMPORTANTES 

■ As protefnas e RNA codificados por genes de efeito materno 
tais como dorsal, hunchback, bicoid e nanos sao transportados 
para ovulos de Drosophila durante a ovocitogenese. 

■ Produtos genicos de efeito materno estao envolvidos na de- 
terminagao dos eixos dorsal-ventral e anterior-posterior em 
embrioes de Drosophila. 

■ As mutagoes recessivas em genes de efeito materno sao ex- 
pressas apenas em embrioes produzidos por femeas homozi- 
gotas para estas mutagoes. 


ATIVIDADE GENICA ZIGOTICA NO 
DESENVOLVIMENTO 

A diferenciagao dos tipos celulares e a formagao dos 
orgaos dependem dos genes que estao sendo ativados 
em padroes espaciais e temporais particulares. 

Os primeiros eventos no desenvolvimento animal sao 
controlados por fatores sintetizados maternamente. Entre¬ 
tanto, em algum ponto, os genes do embriao sao seletiva- 
mente ativados, e novos materiais sao feitos. Este processo e 
chamado de expressao genica zigotica porque ocorre apos 
o ovocito ter sido fertilizado. A onda inicial de expressao 
genica zigotica e uma resposta a fatores sintetizados mater¬ 
namente. Em Drosophila , por exemplo, o fator de transcrigao 
dorsal fornecido maternamente ativa os genes zigoticos twist 
e snail. A medida que o desenvolvimento continua, a ativagao 
de outros genes zigoticos resulta em cascatas complexas de 
expressao genica. Vamos agora examinar como estes genes 
zigoticos levam adiante o processo do desenvolvimento. 


Segmentacao do Corpo 

Em muitos invertebrados, o corpo consiste em um arranjo 
de unidades contfguas chamadas de segmentos. Uma dro- 
sofila adulta, por exemplo, tem uma cabega, tres segmentos 
toracicos distintos e oito segmentos abdominais. No to- 
rax e no abdome, cada segmento pode ser identificado por 
coloragao, padrao de cerdas e tipos de apendices ligados 
a ele. Tais segmentos tambem podem ser identificados no 
embriao e na larva (Fig. 22.15). Em vertebrados, um pa¬ 
drao segmentar nao e tao evidente no adulto, mas pode ser 
reconhecido no embriao pelo modo em que fibras nervo- 
sas crescem a partir do sistema nervoso central, a partir da 
formagao dos arcos branquiais na cabega e pela organizagao 
de massas musculares ao longo do eixo anterior-posterior. 
Mais adiante no desenvolvimento, estas caracterfsticas sao 
modificadas, e o padrao segmentar original toma-se obscu- 
recido. Entretanto, tanto em vertebrados quanto em muitos 
invertebrados, a segmentagao e um aspecto fundamental do 
piano corporeo geral. 

Genes Homeoticos 

O interesse no controle genetico da segmentagao comegou 
com a descoberta de mutagoes que transformam um seg¬ 
mento em outro. A primeira destas mutagoes foi encontrada 


Ti T3 A2 A4 Ae As 



(a) Blastoderms 


Ti T2 T3 Ai A2 A3 A4 A5 A6 A7 ^8 
1 


(b) Larva 


H Ti T2 T3 Ai A3 A4 A5 Ae A7 As 



Fig. 22.1S ■ Segmentagao em Drosophila nos estagios de [a) 
blastoderma, ( b ) larval e (c) adulto do desenvolvimento. Embora os 
segmentos nao estejam visfveis no blastoderma, suas celulas ja estao 
programadas para formar os segmentos conforme mostrado; H, 
segmento da cabega; T, segmento toracico; A, segmento abdominal. 
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Haltere parcialmente 
transformado em uma asa. 


BX-C: 


Fig. 22.16 ■ O fenotipo de uma mutagao bithorax em Drosophila. 

em Drosophila em 1915 por Calvin Bridges. Ele a chamou de 
bithorax (bx) porque afeta dois segmentos toracicos. Neste 
mutante, o terceiro segmento toracico foi transformado, 
embora fracamente, no segnndo, criando uma mosca com 
um pequeno par de asas rudimentares em lugar dos halteres 
(Fig. 22.16). Depois, outras mutagoes transformadoras de 
segmentos foram encontradas em Drosophila ; por exemplo, 
Antennapedia (Antp ), um mutante que transforma parcial¬ 
mente as antenas na cabega em pernas, que caracteristica- 
mente crescem do torax. Estas mutagoes foram chamadas de 
mutagdes homeoticas porque fazem com que uma parte do 
corpo fique parecida com outra. A palavra homeotica vein 
de William Bateson, que criou o termo homeose para refe- 
rir-se a casos nos quais “algo havia mudado em outra coisa 
similar”. Como tantas outras palavras criadas por Bateson, 
esta se tornou um termo padrao no vocabulario da genetica 
modema. 

Os fenotipos bitorax e Antennapedia resultam de muta¬ 
goes em genes homeoticos. Varios desses genes foram iden- 
tificados em Drosophila , onde formam dois grandes grupos 
em um dos autossomos (Fig. 22.17). O complexo bitorax, 
geralmente indicado por BX-C, consiste em tres genes, Ul¬ 
tima bithorax (Ubx ), abdominal-A ( abd-A ), e Abdominal-B ( Abd - 
B); o complexo Antennapedia, representado por ANT-C, 
consiste em cinco genes, labial (lab), proboscipedia (pb), Defor¬ 
med ( Dfd), Sex combs reduced (Scr) e Antennapedia (Antp). A 
analise molecular destes genes demonstrou que todos eles 
codificam fatores de transcrigao helice-giro-helice com uma 
regiao conservada de 60 aminoacidos. Esta regiao, chamada 
de homeodominio, esta envolvida em ligagao ao DNA. 

O BX-C foi o primeiro dos dois complexos genicos ho¬ 
meoticos a ser geneticamente dissecado. A analise deste 
complexo comegou no final dos anos 1940 com o traba- 
lho de Edward Lewis. Estudando mutagoes no BX-C, 
Lewis mostrou que a fungao tipo selvagem de cada parte 
do complexo e restrita a uma regiao especifica no animal 
em desenvolvimento. Analises moleculares posteriores re- 
forgaram e refinaram esta conclusao. O estudo de ANT-C 
comegou nos anos 1970, principalmente pelo trabalho de 


ANT-C: 


Fi g- 22.17 ■ Os genes homeoticos no complexo bithorax (BX-C) e 
no complexo Antennapedia (ANT-C) de Drosophila. Sao indicadas 
as regioes corporeas nas quais cada gene se expressa. 


Thomas Kaufman, Matthew Scott e seus colaboradores. 
Por uma combinagao de analises geneticas e moleculares, 
tais pesquisadores mostraram que os genes do ANT-C 
tambem sao expressos de um modo regionalmente especi- 
fico. Entretanto, os genes ANT-C sao expressos mais an- 
teriormente que os genes BX-C. Curiosamente, o padrao 
de expressao dos genes ANT-C e BX-C juntamente com o 
eixo anterior-posterior corresponde exatamente a ordem 
dos genes ao longo do cromossomo (Fig. 22.17). Ainda nao 
esta claro por que e assim. Avia desenvolvimental que cada 
celula toma parece depender simplesmente do conjunto de 
genes homeoticos que sao expressos nela. Como os genes 
homeoticos tern tal papel central em selecionar as identida- 
des segmentais de celulas individuals, eles geralmente sao 
chamados de genes seletores. 

As protemas codificadas por genes homeoticos sao fatores 
de transcrigao homeodominio. Essas protemas ligam-se a 
sequencias reguladoras no DNA, incluindo algumas den- 
tro dos proprios complexos bithorax e Antennapedia. Por 
exemplo, as protemas UBX e ANTP ligam-se a uma seqiien- 
cia dentro do promotor do gene Ubx, uma sugestao de que 
os genes homeoticos podem regular a si proprios e uns 
aos outros. Outros genes alvos dos fatores de transcrigao 
homeodominio foram identificados, incluindo alguns que 
codificam outros tipos de fatores de transcrigao. Os genes 
homeoticos portanto parecem controlar uma cascata regula- 
toria de genes alvos, que por sua vez atuam para determinar 
identidades segmentais de celulas individuals. Entretanto, 
os genes homeoticos nao estao no topo desta cascata reg*u- 
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latoria. Suas atividades sao controladas por outro grupo de 
genes expressos mais cedo no desenvolvimento, os genes de 
segmentagiio. 

Genes de Segmenta^ao 

A maioria dos genes homeoticos sao identificados por mu- 
tagoes que alteram o fenotipo da mosca adulta. Entretanto, 
essas mesmas mutagoes tambem tern efeitos fenotipicos 
nos estagios embrionarios e larvais. Este achado sugeriu 
que outros genes envolvidos em segmentagao poderiam ser 
descobertos triando-se mutagoes causadoras de defeitos 
embrionarios e larvais. Nos anos 1970 e 1980, Christiane 
Niisslein-Volhard e Eric Wieschaus fizeram tais triagens 
(veja Um Marco na Genetica: Mutagoes que Perturbain a 
Segmentagao em Drosophila, no final deste capitulo). Eles 
observaram um conjunto novo de genes necessarios para 
segmentacao ao longo do eixo anterior-posterior. Ntiss- 
lein-Volhard e Wieschaus classificaram estes genes de 
segmentacao em tres grupos com base em fenotipos mu- 
tantes embrionarios. 

1. Genes Gap. Estes genes definem regioes segmentares 
no embriao. Mutagoes nos genes gap causam ausencia 
de todo um grupo de segmentos corporeos contiguos; 
isto e, eles criam um espaco anatomico ao longo do 
eixo anterior-posterior. Quatro genes gap foram bem 
caracterizados: Kriippel (da palavra em alemao para 
“aleijado”), giant, hunchback e burps (do alemao para 
“anao”). Cada um e expresso em regioes caracterfsticas 
no embriao inicial sob controle dos genes de efeito 
materno bicoid e nanos. Os genes gap codificam fatores 
de transcrigao. 

2. Genes Pair-rule. Estes genes definem um padrao de 
segmentos dentro do embriao. Os genes pair-rule sao 
regulados pelos genes gap e sao expressos em sete 
bandas, ou faixas, alternadas ao longo do eixo ante¬ 
rior-posterior, dividindo o embriao em 14 zonas dis- 
tintas, ou parassegmentos (Fig. 22.18). Mutagoes 
em cada um dos varios genes pair-rule produzem 
embrioes com apenas metade dos muitos parasseg¬ 


mentos que o tipo selvagem tern. Em cada mutante. 
ha parassegmentos faltando, embora estes nao sejam 
os mesmos em diferentes mutantes pair-rule. Exem- 
plos de genes pair-rule sao fushi tarazu (do japones 
para “algo faltando”) e even-skipped. Em mutantes 
fushi tarazu, cada um dos parassegmentos de numero 
fmpar esta faltando; em mutantes even-skipped, cada 
um dos parassegmentos de numero par esta faltando. 

A maioria dos genes pair-rule codificam fatores de 
transcrigao. 

3. Genes Segment-Polarity. Estes genes definem os 
coinpartimentos anterior e posterior de segmentos 
individuals ao longo do eixo anterior-posterior. Muta¬ 
goes nos genes de segment-polarity fazem com que parte 
de cada segmento seja substituida por uma copia em 
imagem especular de um meio-segmento adjacente. 
Por exemplo, mutagoes no gene segment-polarity goo- 
seberry fazem com que a metade posterior de cada seg¬ 
mento seja substituida por uma copia em imagem es¬ 
pecular do meio-segmento anterior adjacente. Muitos 
dos genes segment-polarity sao expressos em 14 bandas 
estreitas ao longo do eixo anterior-posterior. Assim, 
eles refinam o padrao segmental estabelecido pelos ge¬ 
nes pair-mle. Dois dos genes segment-polarity mais bem 
estudados sao o engrailed e wingless. Engrailed codifica 
um fator de transcrigao e wingless codifica uma mole- 
cula sinalizadora. 

Estes tres grupos de genes formam uma hierarquia re¬ 
gulators (Fig. 22.19). Os genes gap, que sao ativados regio- 
nalmente por genes de efeito materno, regulam a expressao 
dos genes pair-rule, que por sua vez regulam a expressao dos 
genes segment-polarity. Concomitante com este processo, os 
genes homeoticos sao ativados sob o controle dos genes gap 
e pair-rule para dar identidades unicas aos segmentos que 
se formam ao longo do eixo anterior-posterior. Interagoes 
entre os produtos de todos estes genes entao refinam e es- 
tabilizam os limites segmentais. Deste modo, o embriao de 
Drosophila e progressivamnte subdividido em unidades de- 
senvolvimentais cada vez menores. 



Fig. 22.18 ■ O padrao seven-stripe 
(sete listras) de expressao do RNA 
do gene pair-rule fushi tarazu (ftz) 
em um blastoderma de embriao de 
Drosophila. O RNA foi detectado 
por hibridiza^ao in situ com uma 
sonda especifica de ftz. Anterior e a 
esquerda e dorsal em cima. Outros 
genes pair-rule mostram um padrao 
seven-stripe diferente. 
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Horas apos 
fertilizacao 


Oh 


Anterior 



Posterior 



w 


Genes de 
efeito materno 


A polaridade anterior-posterior inicial do 
embriao e estabelecida pelos produtos 
dos genes de efeito materno tais como 
bicoid e nanos. 



Q A expressao dos genes gap subdivide 
o embriao em zonas largas. 


0 Os genes pair-rule tais como fushi tarazu 
(mostrado aqui) sao expressos em sete 
bandas, subdividindo mais o embriao 
ao longo do eixo anterior-posterior. 


~5 h 



Genes 
segment-polarity 




Os genes segment-polarity tais como o 
engrailed (mostrado aqui) sao expressos 
em 14 bandas estreitas ao longo do 
eixo anterior-posterior. 



9 Os genes homeoticos tais como 

Ultrabithorax (mostrado aqui em laranja) 
sao expressos em regibes especificas ao 
longo do eixo anterior-posterior. Estes 
genes, juntamente com os genes pair-rule e 
segment-polarity, determinam as identidades 
de segmentos individuals no embriao em 
desenvolvimento. 


Fig. 22.19 ■ Cascata de expressao 
genica para produzir segmentagao 
em embrioes de Drosophila . 


Forma^ao de Orgao 

Quando muitos tipos diferentes de celulas sao organizadas 
para um fim especifico, elas formam um orgao. O coragao, o 
estomago, o rim, o ffgado e o olho sao exemplos de orgaos. 
Uma das marcantes caracterfsticas de um orgao e que ele se 
forma em uma parte especffica do corpo. O desenvolvimento 
de um coragao na cabega ou um olho no torax de uma mosca, 
por exemplo, seria extremamente anormal, e imaginariamos 
o que deu errado. A formagao anatomicamente correta de 
um orgao esta obviamente sob rigido controle genetico. 

Geneticistas obtiveram insights sobre a natureza deste 
controle pelo estudo de outro gene em Drosophila. Este gene 
e chamado eyeless devido ao fenotipo das moscas que sao mu- 
tantes para ele (Fig. 22.20). O gene eyeless tipo selvagem co- 
difica um fator de transcrigao homeodommio cuja agao ativa 
uma via de desenvolvimento que envolve varios milhares de 
genes. Inicialmente, varios genes regulatorios subordinados 
sao ativados. Seus produtos entao ativam uma cascata de 


eventos que criam tipos celulares especificos dentro do olho 
em desenvolvimento. 

O papel do gene eyeless foi demonstrado por sua expressao 
em tecidos que normalmente nao formam olhos (Fig. 22.21). 
Walter Gehring e colaboradores o fizeram criando moscas 
transgenicas nas quais o gene eyeless foi fundido a um promo¬ 
tor que podia ser ativado em tecidos especificos. A ativagao 
desse promotor causou a transcrigao do gene eyeless fora de 
seu domfnio normal de expressao. Isto, por sua vez, fez com 
que os olhos se formassem em locais estranhos tais como 
asas, pernas e antenas. Esses olhos extras (ou ectopicos) eram 
anatomicamente bem desenvolvidos e funcionais. De fato, 
seus fotorreceptores respondiam a luz. 

Urn achado ainda mais marcante e que um homologo 
em mamiferos do gene eyeless , chamado Pax6 , tambem pro- 
duz esses olhos extras quando inserido em cromossomos de 
Drosophila. Gehring e colaboradores usaram o homologo de 
camundongo de eyeless para transformar Drosophila e obter o 
mesmo resultado que com o proprio gene eyeless. Isto mos- 
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F 'g- 22.20 ■ O fenotipo de um mutante eyeless cm Drosophila. 


trou que o gene de camundongo, que tambem codifica uma 
proteina homeodommio, e funcionalmente eqnivalente ao 
gene de Drosophila. Isto e, ele regula a via para o desenvolvi¬ 
mento do olho. Entretanto, quando o gene de camundongo 
e colocado em Drosophila , ele produz olhos de Drosophila, 
e nao de camundongo. Olhos de Drosophila desenvolvem- 
se porque os genes que respondem a este comando regu- 
lador do gene de camundongo inserido sao genes normais 
de Drosophila, que devem, logico, especificar a formacao de 
um olho de Drosophila. Em camundongo, mutagoes no ho¬ 
mologo do gene eyeless reduzem o tamanho dos olhos. Por 
este motivo, o fenotipo mutante e chamado Small eye. Um 
homologo de eyeless e Small eye tambem foi encontrado em 
seres humanos. Mutagoes neste gene causam uma sindrome 
de defeitos oculares chamada aniridia, na qual a iris esta re- 
duzida ou ausente. 


Fig. 22.21 ■ Um olho extra (seta) produzido pela expressao do 
gene eyeless de Drosophila tipo selvagem na antena de uma mosca. 


A descoberta de genes homologos que controlam o de- 
senvolvimento do olho em organismos diferentes tern pro- 
fundas implicagoes evolutivas. Ela sugere que a fangao destes 
genes e muito antiga, vindo do ancestral comum de moscas 
e mamiferos. Talvez os olhos neste organismo ancestral nao 
fossem rnais do que um grupo de celulas sensxveis a luz or- 
ganizadas pelos efeitos reguladores de um gene eyeless primi¬ 
tive. Com o tempo evolutivo, este gene continuou a regular 
o processo cada vez mais complicado de desenvolvimento do 
olho, de rnodo que hoje olhos tao diferentes como os de in- 
setos e de mamiferos ainda sao formados sob seu controle. 

Especificacao de Tipos Celutares 

Dentro dos orgaos, as celulas diferenciam-se de modos di¬ 
ferentes. Por exemplo, algumas celulas tomam-se neuronios 
enquanto outras tornam-se celulas de suporte neuronal. Os 
mecanismos que regulam esta diferenciagao foram analisa- 
dos estudando-se situagoes muito simples que envolvem al- 
guns tipos celulares distintos. Uma destas situagoes ocorre 
no desenvolvimento do olho de Drosophila (Fig. 22.22). 

Cada um dos grandes olhos compostos de Drosophila ori- 
gina-se como uma camada achatada de celulas em um dos 
discos imaginais. Inicialmente, todas as celulas nesta camada 
epitehal parecem iguais, porem mais tarde durante o esta- 
gio larval, forma-se um sulco perto da margem posterior do 
disco. A medida que esse sulco se move na diregao anterior 
atraves do disco, ele ativa uma onda de divisoes celulares em 
seu caminho. As celulas recem-divididas entao se diferenciam 
em tipos celulares especificos para fonnar as 800 facetas in¬ 
dividuals do olho adulto. Cada faceta consiste em 20 celulas. 
Oito sao neuronios fotorreceptores destinados a absorver luz; 
quatro sao celulas cone que secretam uma lente para enfo- 
car a luz nos fotorreceptores; seis sao celulas de bainha para 
dar delimitagao e suporte; e as duas celulas restantes formam 
pelos sensoriais na superficie do olho. Assim, um arranjo 
altamente padronizado de complexas facetas diferenciadas 
desenvolve-se a partir do que foi uma camada achatada de 
celulas identicas. O que causa esta transfonnagao? 

Gerald Rubin e seus colaboradores tentaram responder 
a esta pergunta coletando mutagoes que perturbam o de¬ 
senvolvimento do olho. Sua pesquisa levou a ideia de que 
a especificagao dos tipos de celulas dentro de cada faceta 
depende de uma serie de interagoes celula-celula. Isto e 
ilustrado na diferenciagao de oito celulas fotorreceptoras 
indicadas por Rl, R2, ... R8 (Fig. 22.23). Em uma faceta 
totalmente formada, seis dos fotorreceptores (R1-R6) estao 
dispostos em um cfrculo ao redor dos outros dois (R7, R8). 
Uma das celulas centrais, R8, e a primeira a se diferenciar na 
faceta em desenvolvimento. Seu aparecimento e seguido da 
diferenciagao das celulas perifericas R2 e R5, entao de R3 
e R4 e Rl e R6. Finalmente, a segunda celula central, R7, 
diferencia-se em um fotorreceptor. 

Este ultimo evento foi estudado em grande detalhe. Rubin 
e seus colaboradores mostraram que a diferenciagao da celula 
R7 depende da recepgao de um sinal da celula R8 ja diferen- 
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Anterior 


Disco imaginal ocular 



Disco imaginal 
de antena 


Anterior 


Sulco morfogenetico 
(move-se de 
posterior para anterior) 


Posterior 


Posterior 



e 4 celulas cone 


Fig. 22.22 ■ Desenvolvimento 
do olho de Drosophila. A medida 
que o sulco morfogenetico se 
move para o anterior do disco 
imaginal olho-antena, ocorre 
uma onda de divisoes celulares. 
As celulas recem-divididas entao 
comegam a se diferenciar em 
tipos especificos. A insergao 
mostra a diferenciagao das 
celulas de fotorreceptores 
(R1-R8) e cones (C) que formam 
cada omatideo (faceta) do olho 
composto. 



(a) 


Celula R7 



Fig. 22.23 ■ Determinagao do fotorreceptor R7 em um omatideo 
(faceta) no olho composto de Drosophila, (a) Disposigao de oito 
fotorreceptores (1-8) e quatro celulas cone (C) em um omatideo. 

(b) Sinalizagao entre a celula R8 diferenciada e a suposta celula R7. 

A protema bride of sevenless (BOSS) na celula R8 e o ligando para 
a proteina receptora sevenless (SEV) na superfi'cie da celula R7. A 
ativagao deste receptor inicia uma cascata de sinalizagao dentro da 
celula R7 que a induz a se diferenciar. 


ciada. Para receber este sinal, a celula R7 deve produzir um 
receptor especifico, uma protema ligada a membrana codifi- 
cada por um gene chamado sevenless (sev). Mutagdes neste gene 
abolem a fungao do receptor e impedem que a celula R7 se 
diferencie como um neuronio. Em vez disso, ela se diferencia 
como uma celula cone. O sinal para o receptor R7 e produzido 
por um gene chamado bride of sevenless (boss) e e especifica- 
mente expresso na superfi'cie da celula R8. O contato entre a 
celula diferenciada R8 e a celula indiferenciada R7 permite que 
o sinal R8, ou ligando como e tecnicamente chamado, interaja 
com o receptor R7 e o ative. Essa ativagao induz uma cascata 
de mudangas dentro da celula R7 que no final a leva a diferen- 
ciar-se como um neuronio receptor de luz. Tal diferenciagao e 
supostamente mediada por um ou mais fatores de transcrigao 
que agem em genes dentro do nucleo de R7. Assim, o sinal 
da celula R8 e “transduzido” no nucleo de R7, onde altera o 
padrao de expressao genica. A analise do desenvolvimento do 
olho em Drosophila portanto mostra que a inducao, o processo 
de determinagao do destino de uma celula indiferenciada por 
um sinal de uma celula diferenciada, pode ter um papel impor- 
tante na especificagao dos tipos celulares. 

■■ PONTOS IMPORTANTES 

M Os genes zigoticos sao ativados apos fertilizagao em resposta a 
produtos genicos maternos. 

M Em Drosophila , os produtos dos genes de segmentacao regu- 
lam a subdivisao do embriao em uma serie de segmentos ao 
longo do eixo anterior-posterior. 

* A identidade de cada segmento do corpo e determinada pelos 
produtos dos genes nos complexos genicos homeoticos bitho¬ 
rax e Antennapedia. 

M A formagao de um orgao pode depender do produto de um gene 
master regulatorio, tal como o gene eyeless em Drosophila. 

M Em Drosophila, tipos de genes especificos diferenciam-se apos 
terem sido estabelecidas as identidades segmentais. 
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ANALISE GENETICA DO DESENVOLVIMENTO 
EM VERTEBRADOS 

Geneticistas podem estudar o desenvolvimento em 
vertebrados aplicando os conhecimentos obtidos pelo 
estudo de invertebrados modelos, analisando mutaqoes 
e fenocopias de genes mutantes em vertebrados 
modelos tais como camundongos e peixe-zebra e 
examinando a diferenciagao de celulas tronco. 

Grande parte do conhecimento sobre o controle ge- 
netico do desenvolvimento veio do estudo de Drosophila e 
Caenorhabditis , dois invertebrados modelos. Os geneticistas 
gostariam de aplicar e estender este conhecimento a outros 
grupos de animais - em particular, vertebrados. A meta fi¬ 
nal seria aprender sobre o controle genetico do desenvolvi¬ 
mento em nossa propria especie. Uma estrategia para atingir 
esta meta e usar a informagao obtida do estudo de genes de 
invertebrados para identificar genes significativos do ponto 
de vista do desenvolvimento em vertebrados. Outra e estu¬ 
dar especies de vertebrados modelos com tecnicas simi lares 
as que estao sendo usadas em Drosophila e Caenorhabditis. 

Homologos em Vertebrados de Genes de 
Invertebrados 

Uma vez que um gene tenha sido isolado e seqiienciado, 
pesquisadores podem triar bancos de dados de seqiiencias 
de DNA quanto a genes homologos em outros organismos. 
Se as seqiiencias de genes tiverem sido razoavelmente bem 
conservadas durante o tempo evolutivo, este procedimento 
funciona mesmo para especies distantemente relacionadas. 


Assim, foi possivel identificar genes de varias especies de 
vertebrados que sao homologos a genes de Drosophila e C. 
elegans. A identificagao de um gene de vertebrado possibilita 
muitos tipos de analises experimentais, incluindo analises 
da expressao genica tanto no que concerne a RNA quanto 
a protemas. 

Uma das aplicagoes mais marcantes deste enfoque mos- 
trou que vertebrados contem homologos dos genes homeo¬ 
ticos de Drosophila. Estes chamados genes Hox foram inicial- 
mente identificados sondando-se transferences de Southern 
de DNA genomico de camundongos e humanos com seg- 
mentos de genes homeoticos de Drosophila. Subseqiiente- 
mente, os fragmentos de DNA de ligagao cruzada foram 
clonados, mapeados com enzimas de restrigao e sequencia- 
dos. Os resultados de todas essas analises estabeleceram que 
camundongos, humanos e muitos outros vertebrados exa- 
minados ate agora tern 38 genes Hox em seus genomas (Fig. 
22.24). Estes genes sao geralmente organizados em quatro 
grupos (a, b,ced), cada um com cerca de 120 kb de tamanho. 
Em camundongos e humanos, cada grupo esta situado em 
um cromossomo diferente. Parece que os quatro grupos de 
genes Hox foram criados por quadruplicagao de um grupo 
primordial bem no infcio da evolugao dos vertebrados, pro- 
vavelmente 500 a 600 milhoes de anos atras. 

A analise molecular dos genes Hox de vertebrados reve- 
lou marcantes similaridades estruturais e fnncionais com os 
genes homeoticos dos complexos bithorax e Antennapedia 
em Drosophila. Estes ultimos genes na verdade parecem ter 
sido membros de um grupo maior, chamado HOM-C, que 
foi dividido por um rearranjo cromossomico durante a evo¬ 
lugao das moscas. Em outros tipos de insetos tais como o 
besouro da farinha, Tribolium castaneum , os complexos bi¬ 
thorax e Antennapedia sao unidos em um unico grupo. A 
comparagao entre vertebrados e invertebrados mostra que 
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Expressos mais tarde e nas Expressos mais cedo e nas 

partes posteriores do corpo partes anteriores do corpo 


Fig. 22.24 ■ Organizagao e 
expressao dos genes Hox de 
mamfferos homologos aos genes 
de Drosophila em BX-C e ANT-C. 
As homologias sao indicadas por 
colchetes. Todos os genes exceto 
Dfd sao transcritos da esquerda 
para a direita. Sao indicados a 
epoca e o local anatomico de 
expressao. 
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Fig. 22.25 ■ Padroes de expressao de genes homeoticos de 
Drosophila e camundongo. Em cima: embriao de Drosophila 
com 10 horas de idade mostrando a expressao aproximada dos 
genes homeoticos na epiderme. Na cabega, int, mx e la designam 
segmentos intercalar, maxilar e labial, respectivamente. Os 
segmentos toracico e abdominal sao indicados como TI-T3 e A1-A8. 
Embaixo: um embriao de camundongo com 12 dias mostrando a 
expressao aproximada dos genes Hoxb no sistema nervoso central. 

As linhas tracejadas indicam a extensao da expressao para o lado 
posterior. 


a organizagao basica dos genes HOM /Hox foi preservada 
durante a evolugao. Os homologos estruturais dos genes 
ANT-C estao em uma extremidade de cada grupo genico 
Hox de vertebrados, e os homologos estruturais dos genes 
BX-C estao na outra extremidade. AJem disso, dentro de 
cada grupo, a ordem fisica dos genes Hox corresponde a po- 
sigao de sua expressao ao longo do eixo anterior-posterior do 
embriao, como ocorre nos genes homeoticos em Drosophila 
(Fig. 22.25). Com uma excecao (o gene Deformed em Djvso- 
phila ), todos os genes HOM e Hox sao transcritos na mesma 
diregao, com a expressao indo de uma ponta de um grupo a 
outra ponta, tanto espacialmente (anterior para posterior no 
embriao) quanto temporalmente (do inicio para o final no 
desenvolvimento). Este fenomeno, chamado colinearidade 
(nao confimdir com a mesma palavra que e usada no Cap. 
14 para descrever a seqiiencia linear de sitios em um gene 
e seu produto polipeptidico), sugere que os genes HOM e 


Hox fornecem um mecanismo molecular comum para esta- 
belecer as identidades de regioes especfficas em muitos tipos 
diferentes de embrioes. 


0 Camundongo: Mutagenese Insercional, 

Transgenicos e Mutates Nocaute 

O controle genetico do desenvolvimento nao pode ser es- 
tudado em vertebrados com a mesma precisao com que e 
em invertebrados tais como Drosophila. Obviamente, exis¬ 
tent restrigoes tecnicas e logisticas. Vertebrados tern ciclos 
de vida comparativamente mais longos, sua criagao e cara e 
e dificil obter e analisar linhagens mutantes, especialmente 
aquelas com um significado desenvolvimental. A despeito 
destas restrigoes, geneticistas foram capazes de fazer avangos 
na analise genetica do desenvolvimento em um vertebrado 
complexo, o camundongo, e estao sendo feitos esforgos para 
analisar o desenvolvimento em outro vertebrado, o peixe- 
zebra. Mais de 500 loci responsaveis por doengas geneticas 
foram identificados no camundongo, e alguns estao envol- 
vidos em processos de desenvolvimento. A maioria desses 
loci foram descobertos por projetos continuados para cole- 
tar mutagoes espontaneas. Tal trabalho requer que numeros 
muito grandes de camundongos, centenas de milhares, ou 
mesmo milhoes, sejam criados e examinados quanto a dife- 
rengas fenotipicas e que qualquer diferenga encontrada seja 
testada quanto a transmissao genetica. Este trabalho arduo 
e caro so pode ser feito em algumas instalagoes em todo o 
mundo. Uma vez que seja detectada uma mutagao, ela pode 
ser mapeada e testada quanto a alelismo e interagoes epista- 
ticas com outras mutagoes. Entretanto, a clonagem do gene 
mutante pode demonstrar-se tao dificil e cara quanto encon- 
trar o camundongo mutante original. Felizmente, a desco- 
berta de novas tecnicas acelerou este processo. 

Tais tecnicas sao baseadas na introdugao de determinadas 
moleculas de DNA no genoma de camundongos. Este DNA 
pode causar mutagoes por meio de sua insergao em genes 
nos cromossomos de camundongos. Tais mutagoes insercio- 
nais sao muito mais faceis de clonar que mutagoes esponta¬ 
neas porque elas foram marcadas pelo DNA inserido (Fig. 
22.26). Uma sonda feita deste DNA pode ser usada para iso- 
lar o gene mutado de uma biblioteca de DNA recombinante 
construfda do animal mutante. A mutagenese insercional no 
camundongo e, portanto, analoga a marcagao de transposon 
em Drosophila (veja Cap. 18). Entretanto, o DNA usado para 
mutagenese insercional no camundongo geralmente nao e 
um transposon de verdade, mas uma outra seqiiencia capaz 
de integrar-se mais ou menos aleatoriamente aos cromosso¬ 
mos. Por exemplo, retrovirus defectivos de replicagao tern 
sido usados para este fim. 

Como discutimos no Cap. 17, uma seqiiencia de DNA 
“exogena” que foi inserida no genoma e referida como um 
transgene. Existem dois metodos gerais de introdugao de 
transgenes em cromossomos de camundongo. Um e base- 
ado na injecao de DNA em zigotos ou embrioes (Fig. 22.27) 
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0 zigoto injetado e 
implantado em uma 
femea gravida de 
camundongo. 



Cada um da prole e 
examinado quanto a 
presenca do DNA 
injetado para identificar 
camundongos 
transgenicos. 




Triar a biblioteca de DNA recombinante. 



Plaquear os 
bacteriofagos 
em E. coli para 
produzir placas. 


Transferir o 
DNA nas 
placas para 
membrana 
de nailon. 
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radioativa 

complementar 

ao DNA de 

insercao. 


Expor a membrana 
a um filme para 
produzir um 
auto-radiograma 
mostrando a 
localizacao da 
sonda ligada. 


Isolar a placa correspondente a localizacao da sonda para 
obter um clone com a insercao de DNA. 


Fig. 22.26 ■ Clonagem de um gene contendo uma mutacao de 
insercao de um camundongo. 


e o outro e ha sea do na injegao ou transfecgao de DNA em 
grandes populagoes de celulas cultivadas que foram deriva- 
das de embrioes muito jovens de camundongos (Fig. 22.28). 
Tais celulas tronco embrionarias (ou celulas ES) vem da 
massa celular interna, um grupo de celulas encontradas no 
estagio de blastula dos embrioes de camundongo. Tais ce¬ 
lulas podem ser cultivadas in vitro , transfectadas ou injeta- 
das com DNA e entao introduzidas em outros embrioes de 
camundongo em desenvolvimento. Ao acaso, algumas das 
celulas ES introduzidas podem contribuir para a formagao 
de tecidos adultos, de modo que, quando o camundongo 
nasce, ele pode consistir em uma mistura de dois tipos de 


Fig. 22.27 ■ Produgao de camundongos transgenicos mediante 
injegao de ovos e implantagao em femeas para completar seu 
desenvolvimento. 


celulas, as suas proprias e as derivadas das celulas ES culti¬ 
vadas (e potencialmente mutagenizadas). Tais camundongos 
sao chamados de quimeras. Se as celulas ES contribuirem 
para a linhagem germinativa da quimera, uma mutagao que 
foi introduzida nelas pela insergao de DNA exogeno tern 
uma chance de ser transmitida para a geragao seguinte. O 
cruzamento de um camundongo quimerico pode, portanto, 
estabelecer uma linhagem transgenica mutante. Linhagens 
transgenicas tambem podem ser produzidas cruzando-se ca¬ 
mundongos derivados de embrioes que foram diretamente 
injetados com DNA. Hoje em dia, usando um destes me- 
todos, milhares de linhagens transgenicas foram criadas, e, 
entre elas, muitas mutagoes significativas do ponto de vista 
do desenvolvimento foram detectadas. 

Uma aplicagao especial da mutagenese transgenica e pos- 
sivel com genes que ja foram clonados. Para tais genes, e 
possfvel criar mutagoes que causam o nocaute do funciona- 
mento genico. Uma mutagao “nocaute” pode ajudar um 
pesquisador a determinar que papel o gene normal desein- 
penha durante o desenvolvimento. Para criar uma mutagao 
nocaute, a seqiiencia do gene clonado deve ser alterada in 
vitro e entao introduzida em celulas ES cultivadas. Em baixa 
frequencia, o transgene mutado substituira seu alelo normal 
no cromossomo por recombinagao homologa, um processo 
chamado de targeting. Celulas ES que contem uma mutagao 
nocaute alvo podem ser usadas para criar quimeras, que po¬ 
dem entao ser cruzadas para produzir linhagens transgenicas 
que levam a mutagao nocaute. E entao uma simples questao 
de cruzamento de dois heterozigotos para tornar a muta¬ 
gao nocaute homozigota e determinar que efeito ela tern 
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para a direita da linha media corporea. Em mutantes, essas 
assimetrias caracteristicas nao sao vistas, talvez devido a urn 
defeito nos mecanismos que estabelecem o piano corporeo 
basico. O estudo destes tipos de mutantes no camundongo 
pode portanto ajudar a elucidar a maneira como os orgaos 
sao posicionados em seres humanos. 
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Fig. 22.28 ■ Produgao de camundongos transgenicos por 
tecnologia de celulas tronco embrionarias (ES). 


no desenvolvimento. Como exemplo, consideremos o efeito 
de uma mutagao nocaute no gene Hoxc-8. Os camundongos 
que sao homozigotos para esta mutagao desenvolvem um par 
extra de costelas posteriores ao conjunto normal de costelas. 
Eles tambem tern dedos fechados em suas patas anteriores. 
O fenotipo de costelas extras nestes camundongos mutantes 
e remimscente de transformagoes segmentais que sao vistas 
com mutagoes homeoticas em Drosophila. 

A analise genetica do desenvolvimento em camundon¬ 
gos nos da indfcios do desenvolvimento em nossa propria 
especie. Por exemplo, mutagoes em pelo menos dois genes 
difeientes de camundongos mimetizam o desenvolvimento 
de assimetrias anormais no eixo esquerdo-direito em seres 
humanos. Normalmente, seres humanos, camundongos e 
outros vertebrados apresentam estruturas que sao assime- 
tricas ao longo do eixo corporeo esquerdo-direito. O tubo 
cardiaco sempre se inclina para a direita, e o ffgado, o es- 
tomago e outras visceras sao mudados para a esquerda ou 


0 Peixe-Zebra: Mutacoes Nocaute Morfolino 

Nos anos 1960 e 1970, George Streisinger, um geneticista 
de bacteriofagos, voltou suas atengoes para a analise genetica 
de Danio reno , um pequeno peixe de agua doce nativo do su- 
deste da Asia. Devido a suas listras horizontal, esta especie 
e comumente conhecida como peixe-zebra (Fig. 22.29). Por 
muitas decadas, os peixes-zebra foram tidos como ornamen- 
tos em aquarios. Eles sao criados facilmente e, em condigoes 
otimas, podem completar uma geragao em apenas cinco a 
seis meses. Streisinger acreditou que o peixe-zebra podia 
sei usado como um organismo modelo para o estudo da fi- 
siologia e do desenvolvimento de vertebrados. Sua crenga 
i°i concretizada nos anos 1990 quando pesquisadores em 
varios paises comegaram projetos para induzir mutagoes no 
peixe-zebra. Dentro de alguns anos, foram coletadas mi- 
lhares de linhagens mutantes. O que torna o peixe-zebra 
especialmente atraente a geneticistas que estudam o desen¬ 
volvimento e que os ovulos do peixe sao transparentes. Alem 
disso, eles sao fertilizados externamente. Assim, e possivel 
observar os eventos de desenvolvimento embrionario sem 
ter de extrair os ovulos das femeas (como tern de ser feito 
com o camundongo) ou sem ter de dissecar embrioes em 
desenvolvimento. 

O genoma do peixe-zebra contem aproximadamente 1,5 
bilhao de pares de bases de DNA — cerca de metade do ge¬ 
noma humano. O sequenciamento desse DNA indica que o 
genoma do peixe-zebra contem cerca de 22.000 genes. As 
fungoes destes genes estao sendo analisadas por mutagenese 
do mesmo modo que geneticistas analisam genes em Droso¬ 
phila e C. elegans. Entretanto, devido ao ciclo de vida mais 
longo do peixe-zebra, os resultados destas analises surgiram 
lentamente. Para acelerar o progresso, os geneticistas do 
peixe-zebra desenvolveram procedimentos para mimetizar 
os efeitos de mutagoes em genes especificos. Estes procedi¬ 
mentos nao induzem mutagoes, isto e, nao alteram o DNA 
em si. Eles bloqueiam ou atenuam a expressao da informagao 



^*8* 22.29 ■ O peixe-zebra, Danio rerio. Peixe tipo selvagem a 
esquerda; peixe com um transgene que expressa a proteina vermelha 
fluorescente derivada de anemonas-do-mar a direita. 
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unifilamentares. Em contraste, as moleculas que induzem o 
RNA de interferencia sao bifilamentares. 
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Fig. 22.30 ■ Morfolino com uma sequencia de pares de bases 
ao redor do codon de inicio de um RNA mensageiro. Morfolinos 
tipicamente tern 20 a 25 subunidades de tamanho. Cada subumdade 
consiste em uma fracao morfolino ligada a uma base nitrogenada (A, 
T, U, G ou C). As subunidades sao ligadas umas as outras por ligagoes 
fosforodiamidato em vez de ligagoes fosfodiester, como o sao no 
DNA e no RNA. 


As celulas terminalmente diferenciadas no corpo humano 

- linfocitos, neuronios, fibras musculares e assim por diante 

- em geral nao se dividem. Quando estes tipos de celulas 
sao perdidos por meio de morte, eles devern ser repostos ou 
o tecido ao qual pertencem ira atrofiar. A reposigao ocorre 
quando celulas nao especializadas presentes no tecido se di¬ 
videm para produzir celulas que subsequentemente se dife- 
renciam no tipo celular especializado. Tais precursores nao 
especializados de celulas especializadas sao chamados de 
celulas tronco. Por exemplo, a medula no femur humano 
content celulas indiferenciadas que podent repopular varios 
tipos de celulas sanguineas. Tais celulas tronco hentatopoi- 
eticas mantem o sistema circulatorio abastecido de linfoci- 
tos, eritrocitos e plaquetas. Os tecidos em alguns orgaos tais 
como o coragao parecem ter muito poucas celulas tronco; 
conseqiientemente, sua capacidade de regenerar material 
perdido ou danificado e limitada. Outros tecidos, tais como 
o revestimento do tubo digestivo e a pele, tern grandes po- 


codificada no DNA. Essa perturbagao da expressao genica e 
obtida injetando-se em embrioes do peixe-zebra moleculas 
sinteticas que se ligam a sequences especificas em moleculas 
de RNA mensageiro e impedem que esses mRNA sejant tra- 
duzidos em pofipeptideos (Fig. 22.30). O material injetado 
e um DNA estavel que e criado para fazer pares de bases 
especificamente com a regiao 5’ nao traduzida e o codon ini¬ 
cial de um mRNA. Como o arcabouco acucar-fosfato deste 
DNA analogo e feito de fragoes de morfolina, a molecula 
injetada e chamada de morfolino. Menos de 10 nanogramas 
de um morfolino injetados no vitelo de uni ovulo fertilizado 
de peixe-zebra ou embriao inicial (contendo menos de 16 ce¬ 
lulas) sao eticazes para perturbar a expressao gemca por um 
consideravel periodo de tempo. Os animais que se desenvol- 
vem destes ovos ou embrioes injetados tern fenotipos como 
os de animais que tem mutagoes de fato no gene alvo. Assim, 
eles sao fenocopias do fenotipo mutante. Com o termino da 
sequencia do genorna do peixe-zebra, os geneticistas podem 
agora usar os morfolinos para inativar a expressao genica e 
avaliar se um determinado produto genico tem um papel 
significativo no desenvolvimento. 

Atecnica morfolino tem si do usada para inativar a expres¬ 
sao genica nos embrioes de outros vertebrados, incluindo o 
sapo Xenopus laevis , o cantundongo e as galinhas. E uma tec- 
nica anti-sentido que se desenvolveu em paralelo as tecnicas 
de interferencia no RNA discutidas no Cap. 21. Entretanto, 
ao contrario da interferencia no RNA, os morfolinos nao 
causam a degradagao do RNA mensageiro. Eles funcionam 
inibindo o comego da tradugao, provavelmente prejudi- 
cando a ligagao dos ribossomos ao RNA mensageiro ao qual 
sao complementares. Tambem, os morfolinos sao moleculas 


pulagoes de celulas tronco que substituent vigorosamente 
celulas diferenciadas a medida que elas sao perdidas. Como 
celulas tronco desses tipos sao encontradas em organismos 
desenvolvidos, elas sao chantadas de celulas tronco adultas. 

Celulas tronco tambem sao encontradas em organismos 
em desenvolvimento. De fato, durante os primeiros estagios 
do desenvolvimento, todas as celulas, ou a sua maioria, tent 
propriedades de celulas tronco. Nos ja vimos, por exemplo, 
que celulas obtidas da massa celular interna de um embriao 
de camundongo podem ser cultivadas in vitro e subsequen¬ 
temente transplantadas para outro embriao de camundongo, 
onde irao dividir-se e finalmente contribuir para a formagao 
de muitos tipos de tecidos e orgaos. As celulas tronco em- 
brionarias tem, portanto, um tremendo potencial de desen¬ 
volvimento; isto e, elas sao pluripotentes - capazes de se 
desenvolver de muitos modos. 

Independentemente de serent derivadas de tecido embrio- 
nario ou adulto, as celulas tronco criam unta oportumdade 
para estudar os mecanismos envolvidos na diferenciagao de 
tipos celulares especiais. Celulas tronco podem ser obtidas 
de uma variedade de mamiferos, incluindo camundongos, 
macacos e humanos. Elas podem ser cultivadas in vitro e 
examinadas para diferenciagao enquanto crescent la ou apos 
serem transplantadas para um organisnio hospedeiro. En¬ 
quanto em cultura, as celulas tronco podem ser tratadas de 
varios modos para avaliar o que ativa seu desenvolvimento 
em uma diregao especifica. Tecnicas moleculares, incluindo 
tecnologias de chip genico, permitem que pesquisadores de- 
terminem quais genes as celulas estao expressando a medida 
que seus prograntas de desenvolvimento avangani. 

Como as celulas tronco embrionarias (ES) tem o maior 
potencial de desenvolvimento, elas sao idealmente adequa- 
das a este tipo de analise. Tais celulas geralmente sao deriva- 
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UM MARCO NA QENETICA: Muta0es qoe Perturbam a kgmentacao em Drosophila 


Os corpos de muitos tipos de animais sao construidos a partir de 
segmentos. Por exempio, os insetos possuem tres partes corpo- 
reas principals - uma cabeqa, um torax e um abdome - eo torax 
e o abdome sao feitos de unidades segmentares menores. Mesmo 
os vertebrados exibem uma anatomia segmentada, especialmente 
durante os primeiros estagios do desenvolvimento quando massas 
discretas de tecidos chamadas somitos se formam em intervalos 
regulares ao longo do arcabou<;o. A segmentaqao parece portanto 
ser uma caracterfstica padrao da estrutura de muitos animais. 

Anatomistas e embriologistas aprenderam sobre os modos pelos 
quais os segmentos se formam e se alinham dissecando animais em 
desenvolvimento. Os geneticistas tambem aprenderam sobre a seg- 
mentaqao fazendo dissecqoes. Entretanto, eles nao usaram bisturis 
ou facas; em vez disso, empregaram mutaqoes para definir e analisar 
os genes que estao envolvidos no processo de segmentaqao. 

A dissecqao genetica da segmentaqao teve um grande impulso 
em 1980 quando Christiane Nusslein-Volhard e Eric Wieschaus pu- 
blicaram um trabalho descrevendo muta^oes que alteram o numero, 
o tamanho e a composiqao dos segmentos em embrioes e larvas de 
Drosophila - 1 Nusslein-Volhard e Wieschaus sabiam que a organiza^ao 
espacial dos embrioes de Drosophila e influenciada pelos produtos 
dos genes de efeito materno. Esses produtos genicos sao deposita- 
dos nos ovocitos e, apos a fertiliza<;ao, eles orientam o desenvolvi¬ 
mento do embriao ao longo de seus eixos anterior-posterior e dor¬ 
sal-ventral. Nusslein-Volhard e Wieschaus tambem sabiam que os 
estagios posteriores do desenvolvimento de Drosophila envolvem 
os produtos de genes homeoticos tais como Ultrabithorax. Estes 
produtos genicos especificam os destinos de segmentos individual 
no corpo. Algumas regioes diferenciam-se em segmentos toracicos 
e outras diferenciam-se em segmentos abdominais. Nusslein-Vo¬ 
lhard e Wieschaus reconheceram que deve haver uma outra classe 
de produtos genicos que atuam apos os produtos genicos forne- 
cidos maternamente terem estabelecido o piano basico corporeo, 
mas antes que os produtos dos genes homeoticos apareqam. Eles 
procuraram definir tais produtos genicos triando muta<;oes que per¬ 
turbam a segmentaqao em embrioes e larvas de Drosophila. 

Uma vez que tais muta^oes atuariam como letais recessivos, 
Nusslein-Volhard e Wieschaus criaram um esquema para induzi- 
las tratando Drosophila adulta com o mutageno etilmetanossul- 
fonato. Cromossomos mutagenizados foram recuperados na con- 
diqao heterozigota na gera<;ao seguinte, e entao, por uma serie 
de cruzamentos envolvendo cromossomos balanceadores, eles 
foram tornados homozigotos para determinar se novas muta^oes 
letais recessivas haviam sido induzidas. Em um experimento no 
qual 5.800 cromossomos mutagenizados foram triados, 4.500 
portavam novas mutaqoes letais recessivas. Uma vez identifica- 
dos, estes cromossomos mutantes foram mantidos na condi^ao 
heterozigota em estoques balanceados. 

Nusslein-Volhard, C., e E. Wieschaus. 1980. Mutations affecting segment num¬ 
ber and polarity in Drosophila. Nature 287: 795-801. 
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Fig. 1 ■ Segregaqao de embrioes homozigotos para uma muta<;ao 
letal recessiva recem-induzida (/) em um estoque balanceado 
de Drosophila. O cromossomo balanceado leva um marcador 
dominante e multiplas inversoes para suprimir recombina<;ao 
entre ele e o cromossomo com a muta<;ao letal. A maioria dos 
cromossomos balanceadores tambem levam uma mutagao letal 
recessiva que nao e alelica a mutaqao letal no outro cromossomo. 
Assim, a prole que e homozigota para o cromossomo balanceador 
bem como as que sao homozigotas para a muta^ao letal recem- 
induzida morrem durante o desenvolvimento. 


Os estoques letais balanceados segregam homozigotos letais 
recessivos a cada gera^ao (Fig. 1). Se a mutagao letal em um esto¬ 
que atua no inicio do desenvolvimento, os embrioes homozigotos 
para ela nao eclodirao do ovo. Assim, na pesquisa por mutaqoes 
que afetam o desenvolvimento inicial, Nusslein-Volhard e Wies¬ 
chaus examinaram embrioes que nao eclodiram em sua colegao 
de estoques. Eles procuraram intensamente embrioes nos quais o 
padrao segmentar tinha sido perturbado. 

Esta ardua pesquisa foi bem-sucedida. Nusslein-Volhard e 
Wieschaus identificaram mutaqoes perturbadoras de segmenta- 
^ao em 15 genes diferentes. Muta^oes em tres dos genes criaram 
espa<;os segmentais nos embrioes, muta<;des em seis dos genes 
deletaram partes alternadas do padrao segmentar e mutagoes em 
seis dos genes deletaram partes de segmentos e substituiram es- 
tas partes por duplicatas de outras partes (Fig. 2). Os genes gap, 
os genes pair-rule e os genes segment polarity foram entao defi- 
nidos. Trabalhos subsequentes mostraram que os produtos des- 
tes genes desempenham papeis centrais no estabelecimento do 
padrao segmentar em embrioes de Drosophila. Homologos dos 
produtos destes genes tambem funcionam no desenvolvimento 
embriologico de outros organismos. 

Por este trabalho que abriu caminhos, Nusslein-Volhard e Wies¬ 
chaus receberam o Premio Nobel de Fisiologia ou Medicina de 
1995. Edward Lewis tambem dividiu este premio por seu trabalho 
pioneiro sobre genes homeoticos de Drosophila. 
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Fig. 2 ■ Embrioes de Drosophila mostrando os fenotipos de mutaqoes em tres genes de segmentaqao diferentes: knirps (um gene 
gap), even-skipped (um gene pair-rule) e gooseberry (um gene de polaridade segmentar). As areas coloridas sao bandas de dent cjIos 
(projeqoes curtas filamentares da pele do embriao) associadas a parte anterior de cada segmento toracico e abdominal no embriao tipo 
selvagem. Essas bandas de denticulos sao um meio para identificar segmentos e porqoes de segmentos em embrioes em desenvolvimento. 
No mutante knirps, o padrao de denticulo indica que grande parte do material em segmentos abdominais adjacentes esta faltando. 

No mutante even-skipped, ele mostra que ao longo do corpo faltam segmentos alternados e, no mutante gooseberry, ele mostra que 
a parte posterior de cada segmento foi deletada e substituida por uma copia em imagem especular da porqao anterior, que e marcada 
pelos denticulos. As copias em imagem especular da porqao anterior de cada segmento sao mostradas em laranja no torax e em cinza no 
abdome. Ponte: Nusslein-Volhard & Wieschaus, 1980. Nature 287: 795-801. Figura 1, p. 796. 


QUESTOES PARA DISCUSSOES 

1. Nusslein-Volhard e Wieschaus procuravam fenotipos mutantes 
em embrioes nao eclodidos. Antes que eles tivessem iniciado 
seu trabalho, a maioria dos geneticistas de Drosophila procu- 
raram fenotipos mutantes em adultos. O que isto nos diz sobre 
a importancia do “ponto de vista” ou “piano de visao” na pro- 
cura de novos conhecimentos? 


2. Uma vez que os genes de segmentaqao foram definidos por mu¬ 
taqoes, eles tinham de ser caracterizados em nfvel molecular 
por clonagem, analise de expressao e assim em diante. Uma vez 
caracterizados em nivel molecular, sondas feitas a partir destes 
genes puderam ser usadas para estudar genes homologos em 
outros organismos. Que aspectos envolvendo os genes de seg¬ 
mentaqao seriam interessantes para estudar outros organismos 
segmentados tais como crustaceos e platelmintos e organismos 
nao segmentados tais como agua-viva e estrela-do-mar? 


das da massa celular interna de embrioes que foram criados 
por fertilizaqao in vitro. As celulas isoladas desta massa sao 
plaqueadas em uma camada de “celulas alimentadoras” mi- 
toticamente inativas, que fornecem fatores de crescimento 
para estimular a divisao. Para celulas ES de camundongo que 
crescem em cultura, o tempo de duplicaqao e de cerca de 12 
horas; para celulas ES humanas, ele e de cerca de 36 horas. 
Apos as celulas embrionarias isoladas terem crescido por um 
tempo enquanto em cultura nas celulas alimentadoras, elas 
sao dissociadas e replaqueadas para estabelecer populaqoes 
de celulas tronco clonais, que podem entao ser congeladas 
para estocagem por longo prazo. Uma populaqao de celulas 
clonais e a que surgiu de uma unica celula genitora. 


As celulas ES comeqam a se diferenciar quando sao trans- 
feridas de culturas de celulas alimentadoras para suspensoes 
de culturas com um meio apropriado. Nessas condiqoes, elas 
formam corpos embrionarios, que sao agregados multice- 
lulares constitufdos de celulas diferenciadas e indiferencia- 
das. Para algumas especies, os corpos embrionarios asseme- 
lham-se a embrioes pre-blastocisto. As celulas desses corpos 
podem diferenciar-se nos tipos de celulas especializadas que 
sao derivadas de cada uma das tres camadas germinativas pri- 
marias - ectoderma, mesoderma e endoderma. Por exemplo, 
elas podem formar neuronios, que sao derivados do ecto¬ 
derma; celulas de musculos lisos ou celulas cardfacas de con- 
tracao rftmica, que sao derivadas do mesoderma; ou celulas 
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das ilhotas pancreaticas, que sao derivadas do endoderma. 
Observando este processo em linhagens celulares diferentes 
- por exemplo, em linhagens nas quais determinados genes 
foram mutados pode ser possfvel dissecar a rede genetica 
de interagoes envolvida na diferenciagao de varios tipos de 
celulas. 

A questao de procurar e analisar celulas ES humanas e, 
logicamente, controversa. As linhagens celulares ES huma¬ 
nas hoje em uso foram derivadas de embrioes doados por 
pessoas que procuraram ajuda medica para ter filhos por fer- 
tilizagao in vitro. Tipicamente, sao criados muito mais em¬ 
brioes por este processo do que aqueles usados para gerar 
criancas. Um casal pode entao decidir doar seus embrioes 
nao usados para fins de pesquisa. A derivagao de celulas ES 
de tais embrioes necessariamente requer que os embrioes 
sejam destrufdos. Algumas pessoas acham a destruigao de 
embrioes iniciais uma pratica aceitavel; outras a consideram 
imoral. A controversia acerca desta pratica levou muitos go- 
vernos a suspender ou restringir suporte financeiro para pes- 
quisas em celulas tronco embrionarias humanas. Nos EUA, 
por exemplo, o apoio do governo federal so e dado a projetos 
que usam linhagens de celulas tronco humanas estabelecidas 
antes de 9 de agosto de 2001. Os fundos para projetos que 
usam linhagens celulares estabelecidas apos esta data devem 
vir de outras fontes. 

O debate sobre financiamento para pesquisa de celulas 
tronco embrionarias humanas foi intensificado pela pers- 
pectiva de usar celulas ES humanas para curar doengas que 
resultam da perda de tipos celulares especfficos, tais como 
diabete mellitus (em que as celulas das ilhotas pancreaticas 
foram perdidas) e doenga de Parkinson (na qua! alguns ti¬ 
pos de neuronios em determinada regiao do cerebro foram 
perdidos). A terapia com celulas ES tambem foi proposta 
para tratar incapacidades tais como as resultantes de danos 
na coluna dorsal. A ideia e transplantar celulas derivadas 
de celulas ES para o tecido morto ou danificado e deixar 
que tais celulas regenerem as partes perdidas ou danifi- 
cadas do tecido. Experimentos com camundongos e ratos 
sugerem que esta estrategia pode funcionar em humanos. 
Entretanto, muitos problemas tecnicos ainda nao foram 
resolvidos. Por exemplo, ainda nao e possfvel obter cul- 
turas puras de um determinado tipo celular diferenciado. 
Quando celulas ES humanas se desenvolvem em cultura, 
elas se diferenciam em muitos tipos de celulas. Isolar um 
tipo - digamos, por exemplo, celulas cardfacas - e um in- 
crfvel desafio tecnico. 

Os proponentes da terapia com celulas tronco humanas 
tambem tern que resolver outros tipos de problemas. As 
celulas derivadas de uma cultura in vitro podem dividir- 
se descontroladamente e formal* tumores ao serein trans- 
plantadas para um hospedeiro ou podem ser eliminadas 
pelo sistema imunologico do hospedeiro. Para evitar este 
ultimo problema, os pesquisadores propuseram trans¬ 
plantar celulas que sao geneticamente identicas as celulas 
do hospedeiro. Tais celulas geneticamente identicas po- 
deriam ser criadas usando-se uma das celulas somaticas 


do hospedeiro para gerar a populagao de celulas ES. Uma 
celula somatica do hospedeiro poderia ser fusionada com 
um ovocito enucleado obtido de uma mulher doadora 
(nao necessariamente a hospedeira). Se o zigoto alterado 
geneticamente, que e diploide, divide-se para formar um 
embriao, podem ser isoladas celulas do embriao para es- 
tabelecer uma linhagem celular ES, que pode entao for- 
necer material geneticamente identico para o transplante 
de volta a hospedeira. Em 2004, pesquisadores na Coreia 
relataram ter obtido uma linhagem de celulas ES deste 
modo. 

A produgao de celulas ES transferindo-se o niicleo de 
uma celula somatica para um ovocito enucleado e chamada 
clonagem terapeutica. E diferente da clonagem repro- 
dutiva, que se destina a produzir um indivfduo completo 
pela transferencia do nucleo de uma celula somatica de 
um doador para um ovocito enucleado e entao deixando 
que o zigoto se desenvolva em uma copia geneticamente 
identica do doador. A comunidade cientffica internacio- 
nal nao considera a clonagem reprodutiva de humanos 
segura. A principal preocupagao e que alguns dos genes 
no nucleo da celula somatica transferido possam ter sido 
modificados por metilagao ou algum aspecto da organiza- 
gao da cromatina - considere, por exemplo, os genes em 
um cromossomo X inativo. Estas modificagoes serao alte- 
radas apos o nucleo da celula somatica entrar no ovocito 
enucleado? Os genes transferidos serao reprogramados 
para orientar o desenvolvimento apropriado do embriao? 
Experimentos com outros mamfferos - ovelhas, camun¬ 
dongos e gatos - sugerem que os embrioes produzidos 
por transferencia de nucleo somatico nem sempre se de¬ 
senvolvem normalmente. Por conseguinte, ha uma ampla 
concordancia de que a clonagem reprodutiva de humanos 
nao deve ser tentada. 

Hi P0NT0S1MP0RTANTES 

■ Muitos genes de vertebrados, como os genes Hox, foram iden- 
tificados por homologia com genes isolados de um organismo 
modelo tal como Drosophila e C. elegans. 

■ Entre os vertebrados, o camundongo e o peixe-zebra fornecem 
oportunidades de estudar mutagoes que afetam o desenvolvi¬ 
mento. 

■ Camundongos transgenicos podem ser criados injetando-se 
DNA em ovocitos ou embrioes ou inserindo celulas tronco 
embrionarias transfectadas em embrioes em desenvolvi¬ 
mento. 

■ Camundongos transgenicos podem ser a fonte de mutagoes 
insercionais, incluindo mutagoes nocaute, em genes que tern 
um significado do ponto de vista do desenvolvimento. 

■ A injegao de morfolinos anti-sentido em ovocitos ou embrioes 
de vertebrados pode perturbar a expressao genica e produzir 
fenocopias mutantes que revelam o significado desenvolvi- 
mental do gene alvo. 

■ Celulas tronco de mamfferos, especialmente as derivadas de 
embrioes, podem ser cultivadas in vitro para estudar os meca- 
nismos subjacentes a diferenciagao. 
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Exercicios Basicos 


liustram a analise genetica basica. 


1. Arrume os seguintes estagios do desenvolvimento de Drosophila 
melanogaster era ordem cronologica desde os primeiros ate os 
ultimos: pupa, blastula, zigoto, gastrula, ovocito nao fertilizado, 
larva, adulto. 

Respostas: ovocito nao fertilizado, zigoto, blastula, gastrula, 
larva, pupa, adulto. 

2. Em C. elegans com uma proporgao X:A de 0,5, que via de sinal 
de transdugao causa o fenotipo masculino? 

Resposta: A protefna her-1 e um sinal secretado que e expresso 
quando a proporgao X:A e 0,5. Este sinal interage com a protefna 
receptora de membrana tra-2 e a inativa. Quando a protefna tra- 
2 e inativada, as protefnas citoplasmaticas codificadas pelos ge¬ 
nes fern sao ativadas. Sua atividade permite que a protefna tra-1 
atue como um fator de transcrigao para estimular a expressao 
dos genes envolvidos no desenvolvimento masculino. 

3. Femeas de Drosophila homozigotas para uma mutagao autosso- 
mica recessiva recem-descoberta poem ovos que nao eclodem 
em larvas, independente do genotipo de seus machos. Entre- 
tanto, as proprias femeas nao apresentam anomalias obvias. Que 
tipo de gene esta mutagao define? 

Resposta: A nova mutagao define um gene de efeito materno. 


4. Preveja o fenotipo ocular de uma mosca homozigota para uma 
mutagao recessiva de perda de firngao no gene sevenless. Uma 
mosca homozigota para uma mutagao recessiva de perda de fun- 
gao no gene bride of sevenless teria o mesmo fenotipo? 

Resposta: Uma mosca homozigota para a mutagao sevenless nao 
desenvolveria o fotorreceptor R7 em cada um dos omatfdeos 
de seus olhos compostos. O gene sevenless codifica o receptor 
ligado a membrana para o ligando extracelular que dispara a 
diferenciagao da celula R7; o ligando e codificado pelo gene 
bride of sevenless. Uma mosca homozigota para a mutagao bride of 
sevenless teria o mesmo fenotipo. 

5. Como sao usadas celulas tronco embrionarias na analise gene¬ 
tica do desenvolvimento no camundongo? 

Resposta: Celulas tronco embrionarias (ES) sao usadas para 
obter mutagoes insercionais aleatorias e mutagoes nocaute di- 
recionadas em genes de camundongo. Em ambos os casos, as 
celulas ES sao transfectadas com DNA mutado enquanto man- 
tidas em cultura. As celulas transfectadas sao entao fusionadas 
com embrioes jovens de camundongo para criar quimeras, que 
sao implantadas em maes adotivas e deixadas desenvolver-se em 
adultos. A criagao apropriada dos adultos permite que sejam 
identificados os efeitos das mutagoes recem-induzidas. 


Testar Seus Conhedmentos 


Integra conceitos e tecnicas diferentes. 


1. O produto proteico do gene dorsal ( dl) em Drosophila foi deno- 
minado morfogeno ventral, isto e, uma substancia que causa a 
formagao de estruturas ventrais no embriao em virtude de sua 
alta concentragao nos nucleos do lado ventral do blastoderma. 
Entretanto, a protefna dorsal pode entrar nestes nucleos ven¬ 
trais apenas se um receptor na superffcie ventral do embriao 
tiver sido ativado. Este receptor e codificado pelo gene Toll 
(77). O ligando extracelular do receptor Toll e codificado pelo 
gene spdtzle ( spz ). Este ligando pode existir em dois estados, 
“nativo” e “modificado”, e o estado modificado e necessario 


para a ativagao do receptor Toll. Os produtos de tres genes, 
snake (snk), easter (ea) e gastrulation defective (gd ), sao necessa- 
rios para converter o ligando nativo no ligando modificado. 
Todos os tres produtos genicos sao proteases de serina, pro- 
tefnas capazes de cortar outras protefnas em algumas serinas 
na cadeia polipeptfdica. Usando estes fatos, faga um diagrama 
da via de desenvolvimento que faz com que a protefna dorsal 
induza a formagao de estruturas ventrais no embriao de Dro¬ 
sophila. 

Resposta: Aqui esta uma representagao. 
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O produto proteico do gene spz e modificado pelas proteases 

trz? r s s “ es ”*■ “« * Ei ”»f»™. modi,!. 

ada, este hgando e capaz de ativar a protema receptora Toll 

a torTolT/ reStri ^ kd ° VCntral d ° embri3a Q uando o 
receptor Toll foi auvado (supostamente unindo-se ao ligando 

spatzle modificado), ele transduz urn sinal para o citoplasma do 

embnao. Este sinal finalmente faz com qSe a proteL dorsal 

17 P f ara « do lado ventral do embriao, onde arna 

como urn fetor de transcribe para regular a expressao dos genes 
godcos envolvidos na diferencia 9 ao dos destinos ventrai S g 

2. Considerando a via descrita acima, quais seriam os fenotipos das 
mutates recessivas de perda de fim 9 ao nos genes spz e TP 
esposta: Para fins de referenda, devemos notar que as muta- 
?oes de perda de fim 9 ao em dl sao letais de efeito materno, isto 


% embri6eS de m5es dl/dl m °rrem durante o desenvolvimento. 
Quando estes embrioes que morrem sao examinados, eles nao 
apresentam estruturas ventrais. Os geneticistas dizem que eles 
sao dorsahzados”. Este fenotipo peculiar e devido a falha do 
tator de transcribe dorsal em induzir o desenvolvimento apro- 
priado nos nucleos ventrais do embriao. Na ausencia desta in- 

1 j ?a °J ^ C ; e , UlaS VeiUrals diferenciam-se como se estivessem do 
a o orsa do embriao. Espera-se que muta 9 oes em spz e Tl te- 
nham o mesmo efeito fenotfpico porque bloqueariam etapas na 
via que acaba por fazer com que a protema dorsal induza dife- 
rencia 9 ao ventral. Mutafoes recessivas em spz e Tl sao portanto 
letais de efeito materno. Femeas homozigotas para estas muta- 

j 0eS P r ° duzem embn 6es dorsalizados que morrem durante o 
desenvolvimento. 


Questoes e Problemas 


22 -‘- 2“"^“ f0r "" m I blSs “ l ‘ l d »™« » desenvolvimento 
animal? Que eventos fonnam a gastrula? 

2 Hm T 16 3 ° V0CIt ?£ enese > C)ue mec anismos enriquecem o 
p asma e ovocitos animais com materiais nutritivos e 
determina tivos ? 

22.3. Faca distin 9 ao entre “determina 9 ao” e “diferencia 9 ao”. 

22.4. ^"camadas germinativas primarias” sao componentes da 
iinhagem genrunativa? Explique. 

22.5. Esquematize as principais etapas na analise genetica do de- 

^r^zzjs oreanismo mod “° 

22.6. Por que o embriao inicial de Drosophila e urn sinctcio? 

22 ' 7, ,ecidos la " ais pro<i ™ ■» ***» «- 

22.8. Em Caenorhabditis, a homozigose da muta 9 ao dumpy (dpy) 

um be™ T a a T lal Se ’ a menor C l ue ° ti P° selvagem.Se 
um hermafrodita heterozigoto para tal muta 9 ao for autofe- 

ctmdado, que fra 9 ao de sua prole seria dumpy? 

22.9. Um pesquisador quer fazer um teste de complementa 9 ao 

emc/crVTr 350 ^ d u mpy iS ° ladaS incle P en( lentememe 
K baS aS muta?6es s5 ° aut °ss6mi C as 
nm!lT ? S6r h ° mozl § ota P ara a muta 9 ao dumpy, 
a lmhagem e homozigota para uma muta 9 ao recessiva 
bgada ao X (me) que faz com que os vermes sejam desco- 
ordenados. A outra linhagen e homozigota apenas pa a a 

metta^of C ° m ° P ° de ^ feit ° ° — de -V 

22 10 ' fce'm c 6S dC P T da de fon?5 ° n ° g6ne Sxl de Drosophila 
azem com que femeas morram mas nao tern efeito sobre 


Acentuam a compreensao e desenvolvem as habilidades anahticas. 


machos. Que fenotipo uma muta 9 ao de ganho de fun 9 ao 
mais provavelmente teria? 

22.11. Um pesquisador de Drosophila descobriu uma muta 9 a'o au- 
tossomica recessiva que faz com que animais XX se desen- 
volvam em machos estereis. Proponha um esquema para 
descobnr se a muta 9 ao e um alelo do gene tra ou do gene 

22.12. Fa 9 a um diagrama da via de determina 9 ao do sexo em Dro- 
sophila. 

22.13. Q„e fenotipo voce esperaria em uma drosofila XX que e 

omozigota para muta 9 oes de perda de fun 9 ao nos genes 
tra e dsx} Explique. 6 

22.14. Preveja o fenotipo sexual (anatomico e comportamental) 
dos seguintes genotipos mutantes em Drosophila-, (a) XY- tra 

<c) ^ ^ ^ 

22.15. Crie um experimento para mostrar que a expressao do gene 
fi u em Drosophila e controlada pelos produtos dos genes tra 
e t?*a/ mas nao o produto do gene dsx. 

22.16. Drosofilas triploides com dois cromossomos X desenvol- 
vem-se como intersexos. Sugira um mecanismo para exph- 
car este fenotipo. 

22.17. Preveja o fenotipo de Caenorhabditis XO e XX que sao ho 
— P ara mu ta 9 6es de perda de fim 9 ao nos genes tra-1 

22.18. Mutates de perda de fun 9 ao no gene xol-1 de Caenorhab- 

us azem com que os machos morram, enquanto muta 9 oes 
de perda de fun 9 ao no gene Sxl de Drosophila fazem com que 
as femeas morram. Qual o motivo destes efeitos opostos- 
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22.19. Uma pesquisadora esta tentando clonar o gene dpy-3 de 
Caenorhabditis. Mutagoes recessivas neste gene fazern com 
que os vermes sejam menores que o normal, urn fenotipo 
referido como “dumpy”. A pesquisadora mapeou o gene 
dpy-3 em relagao a outros genes em um dos cromossomos 
de Caenorhabditis e, usando os dados do mapa, obteve clo¬ 
nes de cosmfdeos com DNA tipo selvagem da vizinhanga 
do gene dpy-3. Para determinar quais clones contem o gene 
dyp-3, a pesquisadora injetou cada um deles nas gonadas de 
hermafroditas homozigotos para uma mutagao recessiva em 
dpy-3. Ela examinou a prole transgenica desses hermafro¬ 
ditas injetados quanto ao fenotipo dumpy. Pelos resultados 
mostrados adiante, onde no mapa molecular a pesquisadora 
deve colocar o gene dpy-3 ? 


A—— 
B ■ 

Clones J 
cosmidiais 

Posicao 0 1 

de mapa 1 -L 



23 
-L I 


5 


F -- - 

6 7 8 9 10 

-I-U_ L i 


22.21. Em Drosophila , mutates recessivas no gene dorsal (dl) do 
eixo dorsal-ventral causam um fenotipo dorsalizado em 
embrioes produzidos por maes dl/dl; isto e, nao desenvol- 
vem-se estruturas ventrais. Preveja o fenotipo de embrioes 
produzidos por femeas homozigotas para uma mutagao re- 
cessiva no gene nanos do eixo anterior-posterior. 

22.22. Um pesquisador esta planejando coletar mutagoes em ge¬ 
nes de efeito materno que controlam os primeiros eventos 
no desenvolvimento de Drosophila. Que fenotipo o pesqui¬ 
sador deve procurar nesta pesquisa de mutagoes de efeito 
materno? 

22.23. Um pesquisador esta planejando coletar mutagoes nos ge¬ 
nes gap , que controlam as primeiras etapas na segmenta^ao 
de embrioes de Drosophila. Que fenotipo o pesquisador 
de\e procurar em sua pesquisa de mutacoes no gene gap ? 

22.24. Por que mulheres, mas nao homens, que sao homozigotas 
para o alelo mutante que causa fenilcetonuria tern filhos 
que sao fisica e mentalmente retardados? 


Clone Cosmidial 


A 

B 

C 

D 

E 

F 

G 


Fenotipo de Prole Transgenica 

dumpy 

dumpy 

dumpy 

tipo selvagem 

tipo selvagem 

dumpy 

dumpy 


22.20. Como dorsal, bicoid e um gene estritamente de efeito ma- 
teino em Drosophila-, isto e, nao tern expressao zigotica. 
Mutagoes recessivas em bicoid (bed) causam morte embrio- 
naria por impedir a formagao de estruturas anteriores. 
Preveja os fenotipos de (a) animais bed/bed produzidos pela 
reprodugao de machos e femeas heterozigotos; (b) animais 
bed/bed produzidos pela reprodugao de femeas bed/bed com 
machos bcd/+; (c) animais bed/ + produzidos pela reprodugao 
de femeas bed/bed com machos bcdU- (d) animais bed/bed 
produzidos pela reprodugao de femeas bed/+ com machos 
bed/bed-, (e) animais bcd/+ produzidos pela reprodugao de 
femeas bcd/+ com machos bed/bed. 


22.25. Faga um diagrama de uma via que mostre as contribuigoes 
dos genes sevenless (sev) e bride of sevenless (boss) para a dife- 
renciagao do fotorreceptor R7 nos omatfdeos dos olhos de 
Drosophila. Onde eyeless (ey) se encaixaria nesta via? 

22.26. Quando o gene Pax6 de camundongo, que e homologo 
ao gene eyeless de Drosophila, e expresso em Drosophila, ele 
produz olhos compostos extras com omatfdeos, como os 
olhos normals de Drosophila. Se o gene eyeless de Droso¬ 
phila fosse introduzido em camundongos e expresso la, que 
efeito voce esperaria? Explique. 

22.27. Como voce pode mostrar que dois genes Hox de camun¬ 
dongo sao expressos em tecidos diferentes e em momentos 
diferentes durante o desenvolvimento? 

22.28. A metilagao do DNA, a acetilagao de histonas e a compac- 
tagao do DNA na cromatina por certos tipos de protemas 
as vezes sao referidas como modificagoes epfreneticas do 
DNA. Estas modificagoes criam dificuldades^para clona- 
gem reprodutiva. Elas tambem criam dificuldades para clo- 
nagem terapeutica e para o uso de celulas tronco destinadas 
a tratar doengas ou danos que envolvem a perda de tipos 
celulares especificos? 
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A AIDS Enfatizou o Papel Vital do Sistema Imunologico 

Em 1971, quando Brandon ainda era bem pequeno, ele caiu no degrau em 
frente a sua casa e cortou o joelho. Como o sangramento nao parava, sua 
mae o levou para a emergencia do hospital local. Testes sanguineos revelaram 
que Brandon tinha hemofilia A, uma deficiencia hereditaria do fator VIII de 
coagulacao sanguinea (Cap. 5). Pessoas com este disturbio recessivo ligado ao 
X exibem sangramento excessivo mesmo por pequenos cortes. Entretanto, o 
sangramento pode ser interrompido por tratamento com o fator de coagu- 
la<;ao ausente. Em 1982, quando Brandon se machucou em um acidente de 
automovel, ele recebeu transfusoes de sangue e tratamento com fator VIII 
de coagulacao. Ele se recuperou das contusoes e continuou tendo uma vida 
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ativa normal. Oito anos depois, Brandon comegou a ter fadiga, febre recorrente e 
perda de peso. Ele parecia contaminar-se por qualquer virus com que tivesse contato. 
Logo depois, foi feito o temido diagnostico: Brandon tinha sindrome de deficiencia 
imunologica adquirida (AIDS), a doenga fatal causada pelo virus da imunodeficiencia 
humana (HIV) (Cap. 18). Alguns meses depois, Brandon contraiu um tipo de pneumonia 
causada por Pneumocystis corinii. Este protozoario e um patogeno oportunista que 
infecta pessoas - tais como pacientes com AIDS - cujos sistemas imunologicos estao 
enfraquecidos. O HIV destroi o sistema imunologico de seus hospedeiros matando 
um tipo de globulos brancos que sao necessarios para uma resposta imunologica 
normal. Brandon morreu menos de um ano depois. 

Brandon foi infectado pelo HIV no sangue contaminado usado na transfusao apos 
o acidente de automovel. Antes de 1985, o soro usado nas transfusoes nao era tes- 
tado quanto a presenga do HIV, que foi identificado em 1983. Hoje, todo sangue 
doado e testado para detectar HIV antes de ser depositado nos bancos de sangue. 
Assim, o risco de contrair AIDS por uma transfusao de sangue e extremamente baixo 
- cerca de um caso em 10 5 transfusoes. 


./V AIDS destaca o papel vital que o sistema imunologico 
desempenha em nossa sobrevida. Muitos de nos presencia- 
mos a saude de um parente, amigo ou vizinho com AIDS 
deteriorar-se ante nossos olhos apos o HIV destruir celulas 
essenciais de seu sistema imunologico. Caso nao, observa- 
mos os horrfveis efeitos da AIDS sobre o corpo humano 
por meio das noticias na mfdia. A dor e o sofrimento viven- 
ciados pelos pacientes terminals de AIDS ilustram o que 
ocorre quando o sistema imunologico nao pode mais de- 
sempenhar o seu papel. Como resultado, a maioria de nos 
conhece os papeis importantes que nosso sistema imuno¬ 
logico exerce em nossas vidas. Diariamente nosso sistema 
imunologico luta contra uma ampla gama de microrganis- 
mos patogenicos. 

O ambiente em que vivemos contem um enorme numero 
de virus, bacterias, fungos e outros agentes diferentes. Estes 
organismos, muitos dos quais sao infecciosos, estao constan- 
temente evoluindo e produzindo novas linhagens. Os virus, 
em particular, acumulam novas mutagoes e evoluem muito 
rapidamente (Cap. 18). Como, entao, o sistema imunolo¬ 
gico pode proteger-nos de todos esses patogenos diferentes, 
alguns dos quais sao novos e conffontam-se com celulas do 
sistema imunologico pela primeira vez? Neste capftulo, res- 
ponderemos a esta pergunta. Examinaremos os componentes 
do sistema imunologico humano e os processos pelos quais 
as respostas imunologicas nos protegem de agentes infeccio¬ 
sos. Ao fazer isto, encontraremos alguns genes fascinantes 
que sao montados a partir de pedagos de genes durante a 
diferenciagao das celulas que os contem. Veremos como este 
processo de montagem facilita a produgao de uma variedade 
de protemas com a especificidade necessaria para combater 
uma aparente ilimitada variedade de agentes infecciosos. Por 
motivo de abreviagao e foco, restringiremos nossa discussao 
aos sistemas imunologicos de mamiferos, com enfase espe¬ 
cial nos seres humanos. 


A RESPOSTA IMUNE: UMA VISAO GERAL 

A resposta imune em mamiferos envolve tres etapas: 

(1) reconhecimento da substancia exogena, (2) 
comunicagao desse reconhecimento as celulas que 
respondem e (3) eliminagao do agente invasor pelas 
atividades coordenadas de protemas especiais e celulas 
especializadas. 

Quando um mamffero e infectado por um virus, uma 
bacteria, um fungo ou outras celulas invasoras patogenicos, 
o corpo monta uma complexa resposta imune. Cada resposta 
imune envolve tres etapas essenciais: 

1. Reconhecimento da entidade exogena. 

2. Comunicagao do reconhecimento as celulas apropria- 
das. 

3. Eliminagao da entidade invasora. 

Alguns componentes da resposta imune sao dirigidos con¬ 
tra agentes infecciosos em geral e constituem as respostas 
imunes inespecificas. Elas incluem inflamagao dos tecidos 
infecta dos que resultam em aumento do fluxo sangiimeo 
e recrutamento de um tipo especial de celulas sangufneas 
chamadas fagocitos (Fig. 23.1) que ingerem e destroem vi¬ 
rus, bacterias e fungos de modo inespecffico. Entretanto, as 
respostas mais importantes sao especificas para a substancia 
exogena e sao portanto denominadas respostas imunes es- 
pecfficas. No restante deste capftulo, enfocaremos as duas 
principal respostas imunes especificas: a sfntese de protemas 
especiais e a produgao de celulas que protegem os mamife¬ 
ros de agentes infecciosos. Devemos destacar que estas duas 
respostas nao ocorrem independentemente. Em vez disso, 
as celulas envolvidas nas duas respostas devem comunicar- 
se umas com as outras para que as respostas sejam eficazes. 
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Fig. 23.1 ■ Uma proje^ao de fagocito captando uma bacteria 
em bastonete. 


De fato, as respostas imunologicas a agentes exogenos sao 
processos complexos, e devemos estar familiarizados com 
as celulas e protemas que estao envolvidas antes de discutir 
estes processos em mais detalhes. 

Mi PONTOSIMPORTANTES 

■ A resposta imune em mamiferos envolve tres etapas: (1) re- 
conhecimento da substancia exogena, (2) comunicagao desse 
reconhecimento as celulas de resposta e (3) eliminagao do 
agente invasor. 

■ Respostas inespecfficas incluem o recrutamento de fagocitos 
para ingerir e destruir virus e microrganismos. 

■ Respostas especificas incluem a smtese de protemas especiais 
e celulas que trabalham juntas para remover a entidade exo¬ 
gena de nosso corpo. 


COMPONENTES DO SISTEMA IMUNOLOGICO 
DE MAMIFEROS 

A resposta imune em mamiferos envolve as atividades 
coordenadas de varios tipos de globulos brancos, alguns 
produzindo protemas de ligagao a antigenos chamadas 
anticorpos e outros desenvolvendo-se em celulas que 
destroem celulas apresentadoras de antigenos. 

A caracteristica mais marcante do sistema imunologico 
e sua especificidade. Essa especificidade e proporcionada 


por (1) um grupo de celulas especializadas, cada uma fa- 
zendo seu papel de modo altamente coordenado; (2) dois 
exercitos de protemas, anticorpos e receptores de celulas T, cada 
um com capacidade ilimitada de reconhecer substancias 
exogenas; e (3) um conjunto especializado de protemas, os 
antigenos de histocompatibilidade , que facilitam a comunicagao 
entre celulas e permitem que celulas do sistema imunologico 
reconhegam substancias e distingam suas proprias celulas de 
celulas exogenas (nao-proprias). As celulas e protemas mais 
importantes deste sistema imunologico sao citadas no Qua- 
dro 23.1. No total, o sistema imunologico de um humano 
adulto consiste em cerca de um trilhao (10*“) de globulos 
brancos e 10 l5 ou mais moleculas proteicas especiais, todas 
agindo em conjunto para eliminar substancias exogenas. 

Quando um agente exogeno tal como um virus ou bac¬ 
teria invade o corpo humano, ele e reconhecido por celulas 
do sistema imune e ativa a produgao de anticorpos e recep¬ 
tores de celulas T que reconhecem especificamente a subs¬ 
tancia exogena e ligam-se a el a. Uma substanci a que e ligada 
a um anticorpo ou receptor de celula T e chamada anti- 
geno (substancia geradora de anticorpo), e um antigeno que 
provoca uma resposta imune e denominado imunogeno. 
Praticamente todas as macromoleculas biologicas, incluindo 
polipeptideos, polissacarideos, acidos nucleicos e muitas 
substancias sinteticas, podem agir como antigenos, e a maio- 
ria pode funcionar como imunogenos. 

A resposta imune de mamiferos tern dois componentes 
principal: a resposta mediada por anticorpo, ou resposta 
humoral (com base na palavra em latim que significa u li- 
quido” - donde liquidos corporeos), e a resposta mediada 
por celulas T, ou resposta celular. A resposta imune humoral 
envolve a produgao e a secrecao de anticorpos no sistema 
circulatorio, onde tais anticorpos se ligam a seus respectivos 
antigenos e os seqiiestram. Os complexos anticorpo/anti- 
geno sao entao ingeridos e destruidos por uma classe espe¬ 
cial de globulos brancos. O sistema imune humoral e pri- 
mariamente responsavel por proteger mamiferos de celulas 
exogenas (por exemplo, bacterias e fungos) e de virus livres 
antes que eles infectem celulas do organismo hospedeiro. A 
resposta imune celular envolve a produgao de receptores de 
celulas T que revestem as superficies dos linfocitos T, per- 
mitindo que esses globulos brancos especiais reconhegam 
e destruam as celulas infectadas do organismo hospedeiro. 
Assim, o sistema imune celular e amplamente responsavel 
por proteger os mamiferos de infecgoes virais. As celulas 
e macromoleculas que participam das respostas imunes de 
mamiferos sao descritas nas segoes seguintes. 


Celulas Especializadas Medeiam a Resposta Imune 

A resposta imune a uma substancia exogena e baseada nas 
atividades coordenadas de uma variedade de celulas alta¬ 
mente especializadas. Todas essas celulas sao derivadas de ce¬ 
lulas precursoras indiferenciadas, chamadas celulas tronco, 
presentes na medula ossea. Um componente importante da 
resposta imune sao os linfocitos B, denominados celulas B 
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QUADRO 23.1 


Componentes do Sistema Imunoldgico de Mamiferos 


Componente Descrigao e Fungao 


I. Protemas 
Antigenos 
Anticorpos 

Receptores de celulas T 

Antigenos do complexo 
principal de 
histocompatibilidade 

(MHC) 


Substancias que disparam uma resposta imune; substancias geradoras de anticorpos 
Protemas produzidas pelo sistema imunologico que se ligam a antigenos e ajudam na sua destruigao 
Protemas produzidas pelo sistema imunologico em resposta a antigenos; elas se tornam 
ancoradas a superficie de celulas T killer e ligam antigenos com a ajuda de antigenos principais de 
histocompatibilidade 

Protemas de superficie celular que (1) permitem que celulas do sistema imunologico distingam 
substancias exogenas do que e proprio e (2) facilitam a comumcagao entre celulas 


II. Celulas 

Celulas tronco 
Fagocitos 

Macrofagos 

Linfocitos B 

Plasmocitos 
Celulas B de memoria 

Linfocitos T 

Celulas T helper 

Celulas T supressoras 

Celulas T citotoxicas (killer) 

Celulas T de memoria 


Celulas indiferenciadas da medula ossea que dao origem a varias celulas do sistema imunologico 
Celulas grandes que capturam, ingerem e destroem agentes exogenos invasores tais como virus, 
bacterias e fiingos 

Celulas fagociticas que ingerem antigenos e os apresentam na superficie da celula para mteragoes com 
outras celulas do sistema imunologico 

Celulas que se diferenciam (na medula ossea de mamiferos) em plasmocitos produtores de anticorpos e 
celulas B de memoria 

Leucocitos produtores de anticorpos derivados de linfocitos B 

Celulas B que facilitam a produgao rapida de um determinado andcorpo em resposta a urn segundo e 
subseqiiente encontro com um antigeno 

Celulas que sofrem eventos importantes de diferenciagao no timo e depois se diferenciam nos varios 
tipos de celulas T 

Celulas T que respondem a apresentagao de um antigeno por um macrofago, estimulando linfocitos B 
a produzir anticorpos e linfocitos T a produzir receptores de celulas T 

Celulas T que suprimem a produgao de anticorpos e receptores de celulas 1 por celulas Bel, 
respectdvamente 

Celulas T que levam receptores de celulas T e destroem celulas que apresentam os antigenos 
reconhecidos 

Celulas T que facilitam a produgao rapida de um determinado receptor de celula T no segundo e 
subseqiientes encontros com um antigeno 


porque, em aves, elas maturam na Bursa de Fabricius, uma 
estrutura do tipo saco que desempenha algumas das mesmas 
fungoes da medula ossea em mamiferos. O outro compo¬ 
nente principal da resposta imune e amplamente desempe- 
nhado pelos linfocitos T, denominados celulas T porque 
sofrem importantes eventos de diferenciagao na glandula 
rimo. As raizes gregas da palavra linfocito significam celula 
incolor, um nome apropriado para essas pequenas celulas 
brancas sangmneas. O fenotipo quase incolor desses linfo¬ 
citos contrasta marcantemente com o fenotipo altamente 
pigmentado de seus vizinhos contendo hemoglobina, as he- 
macias. Um outro grupo de celulas do sistema imunologico 
sao os fagocitos (do grego, que significa “comer celulas”). 
Um tipo de fagocito, o macrofago (do grego, que significa 
“grande comedor”), tern um papel central em iniciar ambos 
os componentes da resposta imune. 

Ao receber os sinais apropriados, os linfocitos B dife- 
renciam-se em plasmocitos, que produzem protemas de 
ligagao a antigenos chamadas anticorpos, e celulas B de 
memoria, que facilitam uma produgao mais rapida de anti¬ 
corpos durante uma exposigao posterior ao mesmo antigeno. 
Os linfocitos T diferenciam-se em quatro tipos importantes 
de celulas T. 


1. Celulas T killer ou citotoxicas levam protemas de 
ligagao a antigeno chamadas receptores de celulas T em 
suas superficies celulares e, como o nome indica, as 
celulas killer apresentam os antigenos apropriados. 

2. Celulas T helper estimulam linfocitos B e T a se di- 
ferenciar em plasmocitos produtores de anticorpos e 
celulas T killer respectivamente. 

3. Celulas T supressoras ajudam a “suprimir” ou ate- 
nuar a atividade de plasmocitos e celulas T killei\ 

4. Celulas T de memoria “lembram” do antigeno e 
proporcionam uma produgao rapida de celulas T killer 
durante encontros subseqiientes com o mesmo anti¬ 
geno. 

A Fig. 23.2 resume as origens e fungoes das celulas en- 
volvidas em aspectos importantes da resposta imune em ma- 
miferos. 

Algumas pessoas herdaram ou adquiriram defeitos nas ce¬ 
lulas do sistema imune. Os mais extremos destes disturbios 
sao a sindrome da imunodeficiencia grave combinada 
(SCID; herdada) e a sindrome da imunodeficiencia adquirida 
(AIDS\ discutida no Cap. 18). Pessoas com SCID sao in- 
capazes de montar uma resposta imune de qualquer tipo, 
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Celulas tronco na medula ossea 



Celulas precursoras 
de linfocitos B migram 
para o baco 
e linfonodos. 



Linfocitos B 



Celulas precursoras 
de fagocitos 



Celulas precursoras 
de linfocitos T migram 
para o timo. 






Plasmocitos secretores 
de anticorpos 


Celulas T killer Celulas T 

ou citotoxicas de memoria 


Fig. 23.2 ■ As celulas mais importantes 
do sistema imunologico sao derivadas 
de celulas tronco da medula ossea por 
tres linhagens celulares separadas. Elas 
dao origem (1) a celulas B e plasmocitos 
produtores de anticorpos, (2) aos varios 
tipos de celulas T e (3) aos fagocitos, 
incluindo macrofagos. 


seja mediada por anticorpo ou mediada por celulas T. Essas 
pessoas nao tem linfocitos B ou T funcionais. Existent varias 
formas de SCID, com cerca de metade dos casos causados 
por mutagoes recessivas ligadas ao X e metade por defeitos 
autossomicos recessivos. 

Protemas Especializadas Fornecem Especificidade 
Imunologica 

Especificidade imunologica e fornecida por duas classes de 
protemas, anticorpos e receptores de celulas T, que me- 
deiam os dois componentes principals - a resposta mediada 
por anticorpo ou humoral e a resposta mediada por celulas T 
ou celular - do sistema imunologico de mamfferos, respec- 
tivamente. Cada uma destas classes de protemas apresenta 
uma variedade aparentemente ilimitada de sftios de ligagao 
de antigeno, e os mecanismos pelos quais essa variabilidade 
e gerada sao fascinantes. 

Os anticorpos pertencem a classe de protemas cha- 
madas imunoglobulinas. Cada anticorpo e um tetramero 
composto de quatro polipeptideos, duas cadeias leves 
identicas e duas cadeias pesadas identicas, unidas por 


pontes dissulffdricas (Fig. 23.3 a). As cadeias leves tem 
cerca de 220 aminoacidos de tamanho e as cadeias pesadas 
tem cerca de 440 a 450 aminoacidos de tamanho. Cada 
cadeia, pesada e leve, tem uma regiao variavel amino- 
terminal, na qual a seqiiencia de aminoacidos varia entre 
anticorpos especificos para antigenos diferentes, e uma re¬ 
giao constante carboxila-terminal, na qual a seqiiencia de 
aminoacidos e a mesma para todos os anticorpos de uma 
determinada classe de imunoglobulina (Ig), independente 
da especificidade de ligagao do antigeno. As regioes vari- 
aveis de todas as cadeias de anticorpos tem cerca de 110 
aminoacidos de tamanho. 

As regioes de protemas que realizam fungoes particulares 
sao chamadas de domfnios. Cada anticorpo tem dois sitios 
de ligagao de antigeno ou domfnios, cada um dos quais e 
formado por regioes variaveis de uma cadeia leve e uma ca¬ 
deia pesada (Fig. 23.3 b). Esses domfnios de regioes variaveis 
formam sftios de ligagao que interagem com o antigeno de 
modo chave-e-fechadura (Fig. 23.4). Alem disso, as regioes 
constantes das duas cadeias leves interagem para formar um 
terceiro domfnio, chamado de dominio de fungao efetora, 
que e responsavel pela interagao do anticorpo com outros 
componentes do sistema imunologico. 
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Si'tio de ligacao 
de antigeno 


Regioes 

variaveis 


Cadeia pesada 
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variaveis 
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■-s-s- 


Regioes 

constantes 




HOOC 


Regioes 
constantes 


l l 

COOH COOH 



(b) 


Fig. 25.3 ■ (a) Diagrama e ( b ) modelo preenchido de estrutura 
do anticorpo. Cada anticorpo e um tetramero composto de quatro 
cadeias polipeptidicas: duas cadeias leves identicas e duas cadeias 
pesadas identicas. (a) Cada cadeia consiste em uma regiao variavel 
(azul) e uma regiao constante (verde) e cada anticorpo tem dois 
sitios de ligacao de antigeno, formados por regioes variaveis de 
cadeias leves e pesadas. O destaque mostra a interagao “chave-e- 
fechadura” entre um antigeno e um anticorpo. ( b ) As duas cadeias 
pesadas sao mostradas em branco e azul, respectivamente. As 
duas cadeias leves sao mostradas em amarelo. Os componentes de 
cor verde sao as fragdes carboidrato associadas; sua localizagao e 
estrutura ira variar dependendo da classe de imunoglobulina (Ig). A 
estrutura mostrada e para a molecula de IgG humana. 


As cadeias leves dos anticorpos sao de dois tipos, cadeias 
kapa e cadeias lambda, sendo o tipo determinado pela es¬ 
trutura da regiao constante. Como veremos, os anticorpos 
podem ter a mesma especificidade de ligagao de antigeno, 
como determinado pelas regioes variaveis das quatro ca¬ 
deias, mas fungoes imunologicas diferentes, como determi¬ 
nado pelas regioes constantes das duas cadeias pesadas. 

Existem cinco classes de anticorpos: IgA, IgD, IgE, IgG, 
e IgM (Quadro 23.2). A classe a qua! pertence uni anticorpo, 
e portanto a fungao que ele desempenha, e determinada pela 
estrutura de sua regiao constante da cadeia pesada (isto e, a 




(b) 


Fig. 23.4 ■ Estrutura tridimensional de um complexo antigeno- 
anticorpo. E mostrado apenas um dos dois sitios de ligagao de 
antigeno de um anticorpo tipico. O antigeno (verde) e a enzima 
lisozima. O sitio de ligagao de antigeno do anticorpo e formado 
pelas partes amino-terminais de uma cadeia leve (amarela) e uma 
cadeia pesada (azul). Uma glutamina que se projeta da lisozima no 
sitio onde o anticorpo se liga e mostrada em azul. As estruturas 
mostradas sao baseadas em dados de difragao de raios X. (a) O 
complexo total antigeno-anticorpo. (b) O antigeno e o anticorpo 
foram separados para mostrar suas estruturas complementares 
chave-e-fechadura. 


estrutura de seu dominio de fungao efetora). Os anticorpos 
IgA, IgD, IgE, IgG e IgM tem cadeias pesadas a, 8, e, y e a, 
respectivamente. Em humanos, existem duas subclasses de 
anticorpos IgA e quatro subclasses de anticorpos IgG; cada 
subclasse tem cadeias pesadas diferentes mas proximamente 
relacionadas. A primeira classe de anticorpos produzidos em 
uma celula B em desenvolvimento e sempre IgM. Os anti¬ 
corpos IgM iniciais sao ancorados na membrana da celula, 
dando-lhe receptores de antfgenos de superffcie. Em uma 
resposta imiine primdrici (o primeiro encontro com um deter¬ 
minado antigeno), uma celula B subseqiientemente comer- 
gara a produzir anticorpos IgM secretados, que sao mole- 
culas pentamericas com dez sitios de ligagao de antfgenos. 
Depois, a celula B pode mudar para a produgao de outras 
classes de anticorpos, um processo chamado de mudanca 
de classe. 

Os anticorpos IgG correspondent a cerca de 80% das 
moleculas de imunoglobulina no sangue humano. Eles sao 
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QUADRO 23.2 





Classes de Imunoglobulinas 





Tipo Cadeia Pesada 

Estrutura 3 

Proporgao 

Localizagao 

Fungao 

IgA a 

a 2 L 2 

14% 

Secregoes: leite, saliva, lagrimas 

Protegao conti'a microbios em 
potenciais sftios de entrada 

IgD S 

82 L2 

1% 

Sangue; celulas B 

Incerta; podem estimular celulas 

B a fazer outras classes de 
anticorpos 

IgE e 

*■2^2 

<1% 

Tecidos; mastocitos b 

Receptores de antigeno que levam 
a secregao de histaminas por 
mastocitos 

IgG 7 

72L2 

80% 

Sangue; macrofagos, plasmocitos 

Ativagao do complemento 
durante uma resposta imune 
secundaria 0 

IgM n. 

p, 2 L2 

5% 

Sangue; celulas B 

Ativagao do complemento 
durante uma resposta imune 
primaria 0 


a L representa uma cadeia /eve de anticorpo, seja kapa ou lambda. 

b Mastocitos sao amplamente distribmdos em varios tecidos e liberam histaminas durante a resposta inflamatoria inespecifica a uma infecgao. 
c Complemento e um sistema de aproximadamente 20 protemas soluveis que circulam na corrente sangiimea e formam grandes complexos de 
protema em resposta a complexos anticorpo/antigeno. As protemas do complemento destroem celulas por uma variedade de mecanismos, tais como 
furos na membrana celular. Este sistema de protemas e chamado “complemento” porque complementa a atividade de anticorpos em combater 
celulas exogenas patogenicas. 


produzidos em grandes quantidades durante o segundo en- 
contro e encontros subsequentes com um determinado an¬ 
tigeno, a resposta imune secundaria. Moleculas de IgA sao as 
imunoglobulinas predominantes em secregoes tais como sa¬ 
liva, lagrimas e leite, enquanto moleculas de IgE sao encon- 
tradas como receptores de antigenos ligados a membrana 
em celulas especiais chamadas mastocitos em varios tecidos. 
A ligacao de antigenos por estes receptores de superficie de 
mastocitos ativa a secregao de histaminas e outras aminas, 
que sao amplamente responsaveis pelas reacoes alergicas ob- 
servadas em pessoas com asma e febre do feno. 

Se formos examinar a estrutura dos anticorpos, veremos 
que sua diversidade esta quase que totalmente nas regides 
variaveis das moleculas. Se tais polipeptideos fossem sinteti- 
zados a partir de seqiiencias colineares de pares de nucleotf- 
deos de genes, um gene por cadeia polipeptfdica, o genoma 
teria de conter uma enorme gama de genes com seqiiencias 
altamente variaveis em uma ponta e seqiiencias essencial- 
mente identicas na outra ponta. Entretanto, este nao e o 
caso. Os genes de anticorpos sao estocados como segmentos 
de genes em celulas da linhagem germinativa, e tais segmen¬ 
tos genicos sao recompostos em genes durante a diferencia- 
gao de plasmocitos produtores de anticorpos. Examinaremos 
este processo nas segoes subsequentes deste capitulo. 

A resposta imune celular e altamente especifica do an- 
tlgeno, como a resposta imune mediada por anticorpo, e 
e igualmente importante em defender mamiferos de infec- 
goes. Na resposta imune mediada por celulas, a especifici- 
dade do antfgeno e fornecida por receptores de celulas 
T. Cada receptor de celula T e um dlmero composto de 
um polipeptldeo a e um polipeptideo p (Fig. 23.5). Am- 
bos os polipeptideos tern regioes variaveis amino-terminais 


e regioes constantes carboxila-terminais, como as cadeias de 
anticorpos. Entretanto, os receptores de celulas T so tern 
um sitio de ligagao de antigeno, em vez de dois, como em 
anticorpos. Como o nome indica, tais receptores estao pre- 
sentes nas superficies das celulas T, ancorados na membrana 
celular por suas regioes constantes. Receptores de celulas T 

cadeia a cadeia |3 


h 2 n nh 2 



Fig. 23.5 ■ Estrutura de um receptor de celula T ancorado na 
membrana celular. 
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estao presentes tanto em celulas T citotoxicas (killler) quanto 
em celulas T helper , onde, em colaboragao com os antige- 
nos principals de histocompatibilidade, eles ligam antigenos e 
participant das atividades dessas importantes celulas imunes. 

Antigenos Principals de Histocompatibilidade: 
Distin^ao Entre o Proprio e o Exogeno 

Transplantes de orgaos e enxertos de pele entre pessoas nao 
aparentadas geralmente resultam em rejei^oes imunes dos 
tecidos transplantados. Em contraste, transplantes de orgaos 
entre gemeos identicos geralmente sao aceitos. Tambem, a 
pele pode ser transplantada de um local para outro na mesma 
pessoa sem rejeigao imune. Estes resultados indicam que o 
sistema imunologico pode distinguir celulas exogenas ou 
“nao-proprias” de celulas “proprias”. Experimentos cuida- 
dosamente controlados mostraram que rejeigoes de enxertos 
de tecidos nao-proprios sao controladas por um conjunto 
complexo de macromoleculas de superficie celular chamadas 
antigenos de histocompatibilidade. O mais importante 
destes antigenos de histocompatibilidade sao as protemas do 
complexo principal de histocompatibilidade (MHC). 

Embora o MHC tenha sido inicialmente estudado por 
causa de seu papel na rejeigao de transplantes de tecidos e 
orgaos, sua fun^ao primaria e dar protegao contra microrga- 
nismos patogenicos. Ele faz isto em parte apresentando an¬ 
tigenos na superficie de linfocitos T (veja a segao seguinte). 
Defeitos nos genes do MHC estao associados a centenas de 
doengas incluindo essencialmente todos os distiirbios auto- 


imunes (veja adiante). Assim, o locus MHC estava entre as 
primeiras regioes do genoma humano a ser seqiienciada. 

Muitas das protemas codificadas pelo MHC sao deposita- 
das em superficies celulares onde sao altamente andgenicas 
para outros mamiferos bem como individuos “nao identicos^ 
da mesma especie. Em humanos, as protemas do MHC sao 
chamadas antigenos HLA (antigenos associados a leucoci- 
tos humanos [do ingles, human-leukocyte-associated]) porque 
foram descobertos nas superficies dos leucocitos (globulos 
brancos). Os antigenos HLA sao codificados por um grande 
grupo de genes, o locus HLA , no cromossomo 6 (Fig. 23.6). 
O grupo de genes HLA tern mais de 3,5 x 10 6 pares de nu- 
cleoddeos de tamanho. 

Os genes do locus HLA sao altamente polimorficos, alguns 
tendo 100 ou mais alelos diferentes. Assim, a probabilidade 
de que dois individuos tenham os mesmos alelos de todos 
os genes de HLA e muito baixa. Como resultado, achar do- 
adores de orgaos com antigenos HLA que correspondam 
exatamente aos do receptor e muito dificil. 

Os genes de HLA codificam tres classes diferentes de pro¬ 
temas do MHC, cada classe de moleculas envolvida em um 
aspecto diferente da resposta imune. Os genes classe I de 
HLA codificam protemas que sao chamadas antigenos de 
transplante devido a seu papel na rejeigao de tecidos du¬ 
rante transplantes de orgaos e tecidos. As protemas da classe 
I existem na forma de glicoproteinas ancoradas como prote¬ 
mas integrals da membrana com determinantes antigenicos 
expostos no lado externo das celulas. Elas estao presentes em 
praticamente todas as celulas de um organismo e fornecem 
as celulas T killer um mecanismo para distinguir o “exo- 
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Fig. 23.6 ■ Organizagao do complexo principal de histocompatibilidade (HLA) no cromossomo humano 6. As posiqoes relativas dos loci 
mapeados dentro deste enorme complexo genico sao mostradas em cima. A classe de antigeno de histocompatibilidade codificada por 
genes em cada locus e indicada logo abaixo do mapa. Cada locus dentro do complexo HLA contem varios genes e pseudogenes (centro). A 
estrutura de um tlpico gene classe I e mostrada embaixo. Note que exons diferentes codificam domlnios funcionais diferentes do 
produto genico polipeptldico. Chave: E = exon; / = Intron. 
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geno” do “proprio” Cada protefna da classe I do MHC pode 
ligar-se a um amplo espectro de antfgenos e apresenta-los as 
celulas T killer. 

Os genes classe II de HLA codificam polipeptfdeos que 
estao situados primariamente nas superficies de linfocitos B 
e macrofagos, celulas que interagem com celulas T helper. As 
protemas classe II do MHC contem sulcos de ligagao de an¬ 
tfgeno que se ligam a uma ampla gama de peptfdeos correla- 
tos e os apresentam a celulas T helper. Finalmente, os genes 
classe m de HLA codificam protemas do complemento 
que interagem com complexos anticorpo/antigeno e ajudam 
a destruf-los por proteolise. As protemas do complemento 
tambem destroem celulas infectadas perturbando a integri- 
dade de membranas celulares. 

Com o termino do sequenciamento do cromossomo hu- 
mano 6 em 2003, foi descoberto que alguns genes de HLA 
e outros de MHC ocorrem fora do locus classico de MHC 
(HLA). Como resultado, o locus humano de MHC foi am- 
pliado para cobrir 7,6 x 10 6 pares de nucleotfdeos. O MHC 
ampliado contem 421 genes e pseudogenes; 252 destas se- 
qiiencias sao classificadas como genes expressos. Alem dos 
genes HLA classicos discutidos anteriormente, o MHC am¬ 
pliado contem grupos de genes codificantes de protemas ol- 
fatorias (percepgao de odores), histonas, protemas de cho- 
que de calor, receptores de feromonios, fatores de necrose 
tumoral e outras protefnas e tRNA. O mapa completo dos 
genes no locus ampliado de MHC humano esta disponfvel 
no numero de dezembro de 2004 da Nature Reviews (pagina 
891) e online em http://www.nature.com/nrg/journal/v5/ 
n 12/poster/MHCmap. 

As vezes, os mecanismos pelos quais o corpo distingue o 
“proprio’ do “exogeno” funciona mal, e sao produzidos anti- 
corpos contra antfgenos “proprios” - antfgenos no indivfduo 
que produzem anticorpos. Quando isto ocorre, o indivfduo 
sofre uma doenca auto-imune. Esses anticorpos podem 
causar danos a tecidos ou orgaos especfficos ou danos gerais 
ao corpo. Na maioria das doencas auto-imunes, esse dano 
resulta em intensa dor nos indivfduos a feta dos. Doenga de 
Crohn, diabete juvenil, anemia hemolftica, miastenia grave, 
escleroderma e lupus eritematoso sistemico sao exemplos de 
doengas auto-imunes em que os indivfduos produzem anti¬ 
corpos que atacam antfgenos proprios em celulas do intes- 
tino delgado, celulas beta do pancreas, hemacias, miisculos 
esqueleticos, celulas do tecido conjuntivo e neuronios mais 
celulas sangiifneas, respectivamente. No diabete juvenil, es¬ 
ses anticorpos atacam e destroem as celulas beta produtoras 
de insulina no pancreas, o que resulta na dependencia dos 
diabeticos de insulina obtida de animais ou insulina human a 
produzida em bacterias ou em culturas de celulas de animais 
por tecnicas de DNA recombinante. Sem o tratamento com 
insulina, o diabete juvenil resulta por fim em cegueira, mau 
funcionamento renal, doenga cardfaca e morte prematura. 

mm P0NT0S IMP0RTANTES 

® A resposta imune de mamiferos envolve as atividades coorde- 

nadas de varios leucocitos especializados. 


■ Apos exposigao a uma substancia exogena (antfgeno), linfoci¬ 
tos B diferenciam-se em plasmocitos que produzem protefnas 
de ligagao de antfgenos chamadas anticorpos. 

* Similarmente, linfocitos T desenvolvem-se em celulas T kil¬ 
ler que levam receptores de antfgenos de celulas T em suas 
superficies e destroem as celulas apresentando os antfgenos 
reconhecidos. 

B Antfgenos principals de histocompatibilidade altamente poli- 
morficos nas celulas permitem que celulas T killer distingam 
celulas exogenas de celulas “proprias” as celulas do indivfduo 
que montam a resposta imune. 

S Indivfduos com doencas auto-imunes produzem anticorpos 
contra antfgenos 'proprios” 


A RESPOSTA IMUNE MEDIADA POR 
ANTICORPOS (HUMORAL) 

Os macrofagos degradam parcialmente virus, bacterias 
e outras entidades exogenas invasores e apresentam 
os antfgenos resultantes em suas superficies, onde sao 
reconhecidos pelas celulas T helper , que, por sua vez, 
estimulam linfocitos B a se diferenciar em plasmocitos 
produtores de anticorpos. 

Agora que estamos familiarizados com os componentes 
mais importantes do sistema imunologico de mamiferos, va- 
mos examinar as respostas imunologicas em mais detalhe. 

Quando um antfgeno exogeno, como uma glicoproteina 
na superficie de uma bacteria, entra na corrente sangufnea de 
um mamffero, ele dispara um mecanismo de defesa, a res¬ 
posta imunologica mediada por anticorpo, ou humoral, 
que resulta na sfntese de anticorpos. Esses anticorpos ligam- 
se ao antfgeno com especificidade excepcional, facilitando 
assim a remogao da bacteria invasora do sistema circulatorio. 
O sistema imunologico mediado por anticorpo e primaria¬ 
mente responsavel por proteger mamiferos de infecgoes por 
bacterias e fungos e por remover virus antes que infectem 
celulas hospedeiras. Ele envolve varias classes diferentes de 
celulas imunologicas e leva a produgao de anticorpos espe¬ 
cfficos para o antfgeno invasor por plasmocitos derivados de 
linfocitos B (Fig. 23.7, esquerda). 

A resposta imune mediada por anticorpos e iniciada 
quando um macrofago encontra uma substancia exogena tal 
como uma bacteria e a engloba e destroi. Antfgenos de uma 
bacteria parcialmente degradada sao ancorados na superficie 
do macrofago, onde sao reconhecidos pelas celulas T helper. 
Uma vez apresentadas com antfgenos pelos macrofagos, as 
celulas T helper ativadas estimulam linfocitos B a se dife¬ 
renciar em plasmocitos, que sintetizam e secretam grandes 
quantidades de anticorpos, e celulas B de memoria, que fa- 
cilitam uma resposta imune mais rapida durante encontros 
subseqiientes com o mesmo antfgeno. 

Em pacientes com AIDS, celulas T helper sao infectadas 
e mortas pelo virus da imunodeficiencia humana (Cap. 18), 
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Fig. 23.7 ■ Resumo da resposta imunologica em mamiferos. A resposta imunologica mediada por anticorpo (humoral) (esquerda), que 
e ativada por anti'genos livres, e feita por linfocitos B e a resposta imunologica mediada por celula (celular) (direita), que e ativada por 
antigenos apresentados em celulas infectadas, e realizada por linfocitos T. Ambas as vias sao estimuladas por celulas T helper ativadas 
produzidas em resposta a apresentaqao de antigenos por macrofagos (centra, etapas IP a 4P). As respostas imunologicas rapidas que ocorrem 
apos uma segunda ou subsequente exposiqao a urn antigeno sao mediadas por linfocitos de memoria B e T que produzem rapidamente 
plasmocitos produtores de anticorpos e celulas T killer, respectivamente (centra; etapas IS e 2S). 
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deixando os pacientes com sistemas imunologicos enfraque- 
cidos, e portanto suscetiveis a infeccao por uma variedade de 
patogenos oportunistas. 

Uma caracterfstica estxutural especffica de um antigeno, 
chamada de epitopo, estimula a produgao de anticorpos, e 
os anticorpos resultantes reconhecem especificamente este 
componente estrutural particular do antigeno e ligam-se a 
ele. Um antigeno pode conter varios epftopos. No caso de 
protefnas, um epitopo pode consistir em apenas um pequeno 
peptfdeo, as vezes contendo apenas seis aminoacidos. 

Anticorpos ligam-se especificamente a antigenos provo- 
cando a resposta imune e ajudando a inativa-los ou a re- 
move-los do corpo de varios modos. Complexos anticorpo/ 
antigeno sao eliminados por duas grandes vias (Fig. 23.8). 
(1) Muitos complexos anticorpo/antigeno sao ingeridos e 
degradados por fagocitos. (2) Anticorpos IgG e IgM recru- 
tam as protefnas do complemento, que degradam virus e 
outras substancias proteicas por proteolise e destroem bac- 
terias e fungos por lise da celula. 

A medida que linfocitos B comegam a se diferenciar, cada 
celula B sintetiza um tipo especffico de anticorpo. Isto e, 
os anticorpos sintetizados por qualquer celula B sao todos 
identicos, com exatamente a mesma especificidade de liga- 
gao de antigeno. Como, entao, um indivfduo produz grandes 
quantidades de determinado anticorpo para combater uma 
infecgao por um patogeno invasor? Lembre que o sistema 


Celula B 



Secrecao de 
anticorpos 


Y ¥ Y Y 

Anticorpos 


Antigeno 



Fagocito Complemento 


Fig. 23.8 ■ Complexos anticorpo/antigeno sao eliminados por 
duas vias principals: (1) ingestao e degradagao de fagocitos e (2) a 
atividade proteolitica das protefnas do complemento, que degradam 
os revestimentos proteicos de virus e lisam patogenos celulares. 


circulatorio de um mamffero con tern milhoes de celulas B. 
Assim, toda a populagao de celulas B em um indivfduo es- 
tara produzindo milhoes de anticorpos diferentes. Se uma 
celula B esta produzindo um anticorpo e e exposta a um 
antigeno ligado a este anticorpo, a celula B e estimulada a se 
multiplicar e produzir uma populagao de plasmocitos, todos 
produzindo o mesmo anticorpo. Como este processo resulta 
em um clone de plasmocitos identicos, todos produzindo 
um determinado anticorpo, ele e chamado de selegao clo¬ 
nal. Como um plasmocito maduro pode sintetizar e secretar 
2.000 a 20.000 anticorpos por segundo, um clone inteiro de 
tais celulas pode criar um imenso exercito molecular para 
combater um patogeno invasor. Uma vez que o antigeno 
exogeno tenha sido eliminado do corpo, celulas T supresso- 
ras mandam um sinal para as celulas produtoras de anticorpo 
desligar a produgao desse determinado anticorpo, pelo me- 
nos ate um subseqfiente encontro com o antigeno agressor. 

Algumas pessoas tern defeitos hereditarios na resposta 
imunologica mediada por anticorpo. A agamagiobulinemia 
ligada ao X esta entre os mais graves destes disturbios. Pes¬ 
soas com esta doenga sao incapazes de produzir anticorpos de 
qualquer tipo. Linfocitos B e plasmocitos geralmente estao 
ausentes em pessoas afetadas. Em alguns casos, linfocitos B 
imaturos estao presentes, mas eles nunca se desenvolvem em 
plasmocitos funcionais produtores de anticorpos. Como o de- 
feito genetico e ligado ao X, a maioria das pessoas com esta 
forma de agamagiobulinemia sao homens hemizigotos. Como 
esperado, estas pessoas sao altamente suscetiveis a infecgoes 
por bacterias ou fungos. Entretanto, elas tern um comple¬ 
mento normal de celulas T e exibem resposta imune mediada 
por celulas T normal (veja a segao seguinte). Assim, elas sao 
em geral capazes de combater efetivamente infecgoes virais. 

■■ P0NT0S IMPORTANTES 

■ Quando apresentadas com antigenos por macrofagos, as celu¬ 
las T helper estimulam linfocitos B a se diferenciar em plasmo¬ 
citos produtores de anticorpos. 

■ A sintese de grandes quantidades de anticorpos especificos 
para um antigeno particular resulta de selegao clonal, a esti- 
mulagao de uma celula B produzindo um anticorpo que reco- 
nhece o antigeno para se multiplicar e produzir uma populagao 
de plasmocitos, todos produzindo o mesmo anticorpo. 


A RESPOSTA IMUNE MEDIADA POR 
CELULAS T(CELULAR) 

Quando apresentadas com antigenos por macrofagos, as 
celulas T helper estimulam linfocitos T a se diferenciar 
em celulas T killer que reconhecem e lisam celulas que 
exibem esses antigenos em suas superficies. 

Alem da resposta imune mediada por anticorpos, ma- 
mfferos possuem um segundo mecanismo de defesa anti- 
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geno especifico, chamado resposta imune mediada por 
celulas T ou celular (Fig. 23.7, direita). Como o nome in- 
dica, este mecanismo de defesa e mediado diretamente por 
celulas, sobretudo celulas T citotoxicas {killer), que atacam 
e destroem celulas que apresentam antigenos exogenos em 
suas superficies. As celulas T killer procuram e destroem ce¬ 
lulas infectadas por virus, bacterias e outros patogenos, bem 
como alguns tipos de celulas de cancer (Fig. 23.9). As celulas 
T killer tern receptores de celulas T tipo anticorpos em suas 
superficies e usam esses receptores para procurar celulas in¬ 
fectadas que levam o antigeno apropriado. Os antigenos que 
sao reconhecidos por receptores de celulas T em geral sao 
fragmentos de proteinas bacterianas ou virais degradadas. 
Esses antigenos sao apresentados nas superficies de celulas 
infectadas por proteinas codificadas pelo complexo principal 
de histocompatibilidade (veja Fig. 23.7, direita, etapas 1 e 2). 

A resposta imune mediada por celulas T coineca como a 
resposta mediada por anticorpo quando o macrofago ingere 
e degrada pardalmente um agente exogeno. Os antigenos 
produzidos pela degrada?ao parcial da substantia exogena 
sao entao apresentados na superficie do macrofago pelas 
proteinas do complexo principal de histocompatibilidade. Os 
antigenos apresentados sao reconhecidos por celulas T killer 
e celulas T helper em desenvolvimento. Tendo sido ativadas 
por macrofagos portadores de antigenos, as celulas T helper 
estamulam o desenvolvimento de linfocitos T e B imaturos 
secretando classes de moleculas sinalizadoras coletivamente 
denominadas citocinas, linfocinas e interlencinas. Uma vez ati¬ 
vadas, as celulas T killer imaturas desenvolvem-se em celulas 
T killer maduras e celulas T de memoria. Como no caso dos 
linfocitos B, uma populagao de celulas T killer produz um 
numero enorme de diferentes receptores de celulas T anti¬ 


geno especificos. Alem disso, populacoes efetivas de celulas 
T killer com receptores para um determinado antiVeno sao 
produzidas por sele ? ao clonal, como o sao para celulas B. 

Celulas T killer maduras atacam celulas alvos que apre¬ 
sentam os antigenos apropriados e as destroem por uma 
forma especial de lise celular. As celulas killer secretam pro- 
teinas chamadas perforinas, que se inserem nas membranas 
das celulas alvos, produzindo poros. O citoplasma das celulas 
alvos extravasa por estes poros, causando a morte celular. 

■■ PONTO IMPORTANTE 

* Apos reconhecer antigenos apresentados por macrofagos, as 
celulas T helper estimulam linfocitos T a se diferenciar em ce¬ 
lulas T citotoxicas ou killer que reconhecem e lisam celulas que 
apresentam os antigenos. 


MEMORIA IMUNOLOGICA 

As celulas de memoria de vida longa sao responsaveis 
por respostas imunologicas rapidas que ocorrem 
durante o segundo encontro com virus, bacterias ou 
outra entidade exogena invasores. 



Fig. 23.9 ■ Lise de uma celula alvo apresentando um antigeno 
exogeno por uma celula T killer (acima, a esquerda). 


Quando uma celula humana e primeiro exposta a um 
antigeno exogeno, e necessario um periodo de uma semana 
a 10 dias para que o corpo produza uma concentrafao sig- 
mficativa de anticorpos especificos contra o antigeno e duas 
a tres semanas para atingir o maximo de produ?ao de anti¬ 
corpos. O primeiro encontro com um antigeno exogeno re- 
sulta em uma resposta imune relativamente lenta, chamada 
resposta imune primaria. Um encontro subseqiiente com 
o mesmo antigeno produz uma resposta mais rapida, cha¬ 
mada de resposta imune secundaria. Nao so a resposta 
imune secundaria e mais rapida, mas ela tambem resulta em 
uma concentrapao mais alta de anticorpos. Respostas pri- 
marias lentas similares e respostas secundarias rapidas sao 
observadas para receptores de celulas T. Assim, o sistema 
imunologico tern memoria; ele pode lembrar de antigenos 
previamente encontrados, motivo pelo qual vacinacoes con¬ 
tra patogenos sao geralmente eficazes. 

A base celular da memoria imunologica e conhecida, mas 
os mecamsmos moleculares responsaveis por essa memoria 
permanecem para ser determinados. Linfocitos B e T que 
nao encontraram um antigeno exogeno sao referidos como 
celulas virgens ou naive. Apos exposicao a um antigeno, 
as celulas virgens diferenciam-se em dois tipos de celulas! 
celulas die memoria e as chamadas celula B ou T ativadas 
(Fig. 23.7, etapa 3). As celulas ativadas irao multiplicar-se e 
difeienciar-se em plasmocitos produtores de anticorpos ou 
celulas T produtoras de receptores, respectivamente. 

Em contraste com o curto tempo de vida (geralmente dias 
a semanas) de plasmocitos e celulas T killer , as celulas de me¬ 
moria tern vida longa, com duragao de meses ou mesmo anos 
Alem disso, as celulas de memoria B e T da pessoa ja estao no 
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estado ativado. Elas podem, portanto, desenvolver-se em plas¬ 
mocitos produtores de anticorpos e celulas 1 killer produtoras 
de receptores, respectivamente, mais rapidamente do que as 
celulas virgens. Durante uina segunda ou subseqiiente exposi- 
gao a um antigeno, as celulas B e T de memoria sao estimula- 
das a se multiplicar e se diferenciar em plasmocitos e celulas T 
killer . Portanto, respostas imunes secundarias sao mais rapidas 
e resultam em populacoes maiores de plasmocitos e celulas T 
killer do que respostas imunes primarias. 

M PONTO IMPORTANTE 

■ As celulas de memoria de vida longa facilitam uma resposta 
imune mais rapida durante um segundo encontro com uma 
substancia exogena. 


REARRANJOS GENOMICOS DURANTE 
DIFERENCIAGAO DO LINFOCITO B 

A enorme variedade de anticorpos produzidos pelos 
mamiferos resulta da jungao combinatoria de segmentos 
genicos de anticorpos por recombinagao somatica e 
por hipermutagao somatica durante a diferenciagao de 
linfocitos B em plasmocitos produtores de anticorpos. 

Geneticamente, o aspecto mais marcante da resposta 
imune e o modo pelo qual uma variedade aparentemente in- 
finita de anticorpos podem ser sintetizados em resposta a an- 
tfgenos que um animal nao havia previamente encontrado. 
Como o genoma humano pode estocar informagao genetica 
suficiente para codificar todos esses anticorpos? A resposta 
a esta pergunta e simples se observarmos os detalhes mole- 
culares. Examinamos as evidencias importantes que levaram 
cientistas a esta resposta em Um Marco na Genetica: Mon- 
tagem de Genes de Anticorpos. 

A informagao genetica que codifica cadeias de anticor¬ 
pos e estocada em pedagos, e esses pedagos sao juntados nas 
seqiiencias apropriadas por rearranjos genomicos que ocor- 
rem durante o desenvolvimento das celulas produtoras de 
anticorpos do corpo. Cada cadeia de anticorpo e sintetizada 
usando a informagao estocada como varios segmentos geni¬ 
cos diferentes em cromossomos da linhagem germinativa. 
Os genes de anticorpos que sao expressos em linfocitos B e 
plasmocitos sao recompostos a partir desses segmentos ge¬ 
nicos por eventos de recombinagao que ocorrem durante 
a diferenciagao destas celulas a partir de celulas tronco na 
medula ossea. Durante esses rearranjos genomicos, os seg¬ 
mentos genicos apropriados sao unidos por processos de re¬ 
combinagao especificos de seqiiencias que deletam as regioes 
do DNA entre tais segmentos genicos. 

Os genes de cadeias leves lambda, genes de cadeias leves 
kapa e genes de cadeias pesadas sao recompostos por meca- 
nismos muito similares. A unica diferenga principal e que 
genes de cadeias leves lambda, genes de cadeias leves kapa 


e genes de cadeias pesadas sao montados a partir de dois, 
tres e quatro segmentos genicos diferentes, respectivamente. 
Entretanto, note que os segmentos genicos codificantes de 
cadeias lambda, kapa e cadeias pesadas estao situados em tres 
cromossomos humanos diferentes (cromossomos 22, 2 e 14, 
respectivamente). Assim, a montagem de genes humanos de 
cadeias lambda, kapa e cadeias pesadas envolve tres proces¬ 
sos de recombinagao distintos. 

Genes de Cadeia Leve Lambda Montados a Partir de 
Dois Segmentos Genicos 

Em cromossomos da linhagem germinativa, as seqiiencias de 
DNA que codificam cadeias leves lambda estao presentes em 
dois tipos distintos de segmentos genicos (Fig. 23.10). Um tipo 
de segmento genico, designado LxV\ (de peptideo /ider e re- 
giao z’ariavel), codifica (1) o peptideo lider hidrofobico amino- 
terminal que e removido da cadeia de anticorpo apos direcio- 
nar o polipeptideo nascente atraves da membrana do retfculo 
endoplasmatico granular e (2) os 97 aminoacidos amino-ter- 
minais da regiao variavel da cadeia leve lambda. O outro tipo 
de segmento genico, chamado J\C\ (de segmento de/ungao e 
regiao constante), content a chamada seqiiencia de jungao e 
regiao codificante da regiao constante carboxila-terminal da 
cadeia leve lambda. A seqiiencia de jungao codifica os ultimos 
13 a 15 aminoacidos da regiao variavel das cadeias leves lamb¬ 
da. Um gene completo da cadeia leve lambda e montado pela 
uniao de um segnento genico L\V\ com um segmento genico 
JxCx, com a delegao do DNA intercalar, durante diferenciagao 
do linfocito B (Fig. 23.10). O processo de montagem de gene e 
controlado por eventos de recombinagao especificos de seqiien- 
cia. As seqiiencias que regulam este processo sao discutidas em 
uma segao subseqiiente deste capftulo. 

Em seres humanos, existent 51 segmentos genicos L%Vx 
diferentes (21 nao funcionais) agrupados perto do centro- 
mero no crontossomo 22 e sete segmentos genicos J\C\ di¬ 
ferentes - quatro dos quais codificam produtos genicos fun¬ 
cionais - situados um pouco mais distantes do centrontero no 
cromossomo 22. Durante a diferenciagao de linfocitos B, um 
segmento genico L\V\ e unido a um segnento genico JxCx, 
com a delegao do DNA intercalar (Fig. 23.10). Qualquer 
segnento genico LxVx pode ser unido a qualquer segmento 
genico JxCx- O gene recem-montado LxVyJxCx contem dois 
nitrons, um com 93 pares de nucleotideos de tamanho entre 
os exons Lx e Vx, e um com cerca de 1.200 pares de nucleo- 
tideos de tamanho entre os exons Jx e C^. Estes dois introns 
sao recompostos do transcrito primario durante processa- 
mento do RNA como os introns de outros genes. 

Genes de Cadeia Leve Kapa Montados a Partir de Tres 
Segmentos Genicos 

A smtese de cadeias leve kapa e controlada por tres seg¬ 
mentos genicos diferentes: (1) um segmento genico LxV\i 
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Fig. 23.10 ■ O controle 
genetico das cadeias leves 
lambda de anticorpo humano. 
Cada gene de cadeia leve 
lambda e montado a partir 
de dois segmentos genicos 
presentes no cromossomo 
22 da linhagem germinativa 
durante diferenciagao do 
linfocito B. 


que codifica o peptideo lider e o amino-terminal com 95 
aminoacidos da regiao variavel, (2) um segmento J^,que co¬ 
difica os ultimos 13 aminoacidos da regiao variavel, e (3) um 
segmento genico C \, que codifica a regiao constante carbo- 
xila-terminal. Em seres humanos, o cromossomo 2 contem 
76 segmentos genicos L\V\ (embora apenas 40 sejam fun- 
cionais), cinco segmentos genicos Jx, e apenas um segmento 
genico C?,. Os segmentos genicos J\ estao situados entre os 
segmentos genicos L\V\ e o segmento genico Cx- 

Em celulas da linhagem germinativa, os cinco segmentos 
sao separados dos segmentos L\Vx por uma longa seqiien- 
cia nao codificante e do segmento Cx por uma sequencia nao 
codificante de aproximadamente 2.000 pares de nucleotideos 
de tamanho. Durante o desenvolvimento de um linfocito B, o 
gene particular de cadeia leve kapa que sera expresso nesta ce- 
lula e montado a partir de um segmento LxV\, um segmento 
J\, e um unico segmento C\ por recombinagao somatica. Du¬ 
rante este processo, a recombinagao pode unir qualquer um 
dos 76 segmentos genicos LxVx com qualquer um dos cinco 
segmentos Jx, com a delegao de todo o DNA intercalar. Ela 
produz uma fusao LxVyJx que codifica toda a regiao varia¬ 
vel da cadeia leve kapa. A sequencia nao codificante entre o 


grupo de segmentos genicos Jx e o segmento genico Cx jun- 
tamente com quaisquer segmentos genicos Jx nao deletados 
CVproximal e retida (entre a nova fusao LxVtfx e o segmento 
Cx) no DNA de plasmocitos. Esta sequencia inteira de DNA 
(CxU}Jx-n^o codificante-C\) e transcrita, e as seqiiencias nao 
codificantes sao removidas durante processamento de RNA, 
como os nitrons de qualquer outro gene eucariotico. O 
mRNA resultante e traduzido, e o peptideo lider e removido 
do polipeptideo kapa nascente durante seu transporte atraves 
da membrana do reticulo endoplasmatico granular. 

Genes de Cadeia Pesada Montados a Partir de Quatro 
Segmentos Genicos 

A informagao genetica que codifica cadeias pesadas de an¬ 
ticorpo e organizada em segmentos genicos L H V H ,J H e C// 
analogos aos das cadeias leve kapa; mas um segmento genico 
adicional, chamado D de iiversidade, codifica 2 a 13 amino¬ 
acidos da regiao variavel. A regiao variavel da cadeia pesada e 
portanto especificada por tres segmentos genicos separados, 
LhVh, Jh e D, que devem ser unidos durante o desenvol- 
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vimento de linfocitos B. Alem disso, existe de um a quatro 
segmentos genicos C# para cada classe de Ig. 

Em humanos, existem 9 segmentos genicos Cjj presentes 
no cromossomo 14: C//§, Ch 7 5 , Cuyb Q/ai> Chj 2> CHy4, 

Chz e Cfj a 2 - Alem disso, dentro de uma regiao de 957 kb no 
cromossomo 14, existem 123 segmentos genico sLfjVfj, mas 
apenas 44 sao considerados funcionais. O restante parecem 
ser pseudogenes - seqiiencias que sao muito similares aos seg¬ 
mentos genicos LyjVfj funcionais mas com codons de fim 
na matriz de leitura. Existem tambem algumas seqiiencias 
LhVr nos cromossomos 15 e 16, mas provavelmente nao 
sao funcionais. O cromossomo 14 contem 27 segmentos do 
gene D - 25 funcionais e 2 nao funcionais - e 6 segmentos 
genicos J H (Fig. 23.11). 

Durante diferenciagao dos linfocitos B, eventos de re¬ 
combinagao somatica unem um segmento genico LhVh a 
um segmento do gene D e um segmento do gene Jh , dele- 
tando duas seqiiencias de DNA intercalar, para formar uma 
seqiiencia contfnua de DNA, LhVhDJh , que codifica toda a 
regiao variavel das cadeias pesadas (Fig. 23.11, etapa 1). 

Seqiiencias de Sinai de Recombinagao Controlam 
Eventos de Recombinagao Somatica 

Como sao regulados os rearranjos genomicos que ocorrem 
durante o desenvolvimento dos linfocitos B? O que controla 


os eventos de recombinagao somatica de tal modo que um 
segmento do gene V e unido a um segmento do gene J e 
nao a outro segmento V ou diretamente a um segmento C? 
Estes eventos de recombinagao sao controlados por sinais 
especfficos de uniao V-J, V-D e D-J. As mesmas seqiiencias 
de sinal de recombinagao sao encontradas adjacentes a todos 
os segmentos do gene V. Similarmente, todos os segmentos 
do gene J tern seqiiencias de sinal de recombinagao identi- 
cas situadas adjacentes a suas seqiiencias codificantes. En- 
tretanto, sua seqiiencia de sinal de recombinagao e diferente 
da adjacente aos segmentos do gene V. Os segmentos dos 
genes D e C tambem tern suas proprias seqiiencias de sinal 
de recombinagao. 

As seqiiencias de sinal de recombinagao que controlam 
as unioes V-J, V-D e D-J contem seqiiencias com 7 pares de 
bases (heptameros) e 9 pares de bases (nonameros) separa- 
das por espagadores de tamanhos diferentes mas especfficos. 
Para a uniao L^V^-Jx? o espagador na seqiiencia de sinal de 
recombinagao L\V\ tern 12 pares de nucleotfdeos de tama- 
nho, enquanto a seqiiencia de sinal de recombinagao de J\ 
tern 23 pares de nucleotfdeos de tamanho. As seqiiencias de 
heptameros e nonameros situadas em 3’ ou “apos”, os seg¬ 
mentos genicos LxVx , sao complementares (com a excegao 
de um par de bases) as de 5’ ou “precedentes”, os segmentos 
genicos J%. A uniao so ocorrera quando uma seqiiencia de 
sinal de recombinagao contiver um espagador de 12 pares 
de bases e a outra contiver um espagador com 23 pares de 
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seqiiencia de DNA de Jh 4 a (W) 

■Vh2 D 2 Jh 4’ ' Chia2 " 


Fig. 23.11 ■ O controle genetico das cadeias pesadas de anticorpo humano. Cada gene de cadeia pesada e montado a partir de quatro 
segmentos genicos diferentes situados no cromossomo 14 por eventos de recombinagao somatica que ocorrem durante diferenciagao do linfocito 
B. C^ji, C H 5 e codificam as regioes constantes de cadeia pesada de IgM, IgD e IgE, respectivamente. C H y 3t C^\, Cny 2 e 4 codificam regioes 

constantes de cadeia pesada de quatro formas bem correlatas de IgG, Chc* 7 e especificam cadeias pesadas de duas formas de IgA. 
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Recombinacao de sequencias Recombinacao de seqiiencias 
de sinal com espacadores de sinal com espacadores 
de 12 nucleotideos de 23 nucleotideos 


„ / . \ 

- V K2 RSS--//-- V Kn RSS-- 


! 


\ 


RSS J K2 |-^-|rsS j K3 — 


^A/O 

7 O^L'gacao de RAG1 e entao RAG2. 


Vk 2 RSS--//-- V Kl 



I /—//—RSS J K 2-- 

Complexo / 

1AG1/RAG2 

& Pareamento de complexos RAG1/RAG2. 



-- V K2 RSS--//- - V Kn 


-- J k3 RSS--//---J K2 RSS---//- 


7 Clivagem de DNA adjacente a 


sequencias de sinal de recombinacao. 
--Vk 2 RSS-^-H 1 --n- 



-ib-- Jk2 RSS---/ 


Complexo de RAG 1/RAG2 
e varias outras proteinas. 


£ A/ t 

-j O Processamento de pontas do DNA 


e juncao. 


V K2 RSS--/h- V Kn J K3 -- 


Segmento genico ^ * RSS RSS - ib - J K2 . RSS - -/ 

V Kn J K3 fusionado nMA . , 

DNA excisado 


Fig. 23.12 ■ Modelo abreviado de juncao Vx-J\. O processo 
de juncao e mediado pela liga^ao especifica de RAG! e RAG2 as 
sequencias de sinal de recombinacao (RSS) flanqueadoras dos 
segmentos genicos V\eJx- As RSS adjacentes a segmentos V\ contem 
espaqadores com 12 nucleotideos; aquelas adjacentes a segmentos 
4 contem espacadores com 23 nucleotideos. O complexo proteico 
RAG1/RAG2 catalisa recombinacao apenas quando uma RSS contem 
urn espacador de 12 nucleotideos e outra contem urn espacador de 
23 nucleotideos. Detalhes do processo de juncao, incluindo outras 
proteinas necessarias, foram omitidos. 


bases. Esta exigencia e criada pelas proteinas RAGl (gene 
I ativador de recombinacao) e RAG2 que medeiam os pro¬ 
cesses de recomposiqao do DNA (Fig. 23.12). Sequencias de 
sinal de recombinaqao muito similares controlam a uniao de 
L h V h -D e D-J h . 

A uniao mediada por RAG1/RAG2 dos segmentos ge- 
mc °s V\L\ e Jx comega com a ligagao de RAGl as duas 
seqiiencias de sinal de recombinagao. RAG2 entao se junta 
ao complexo, e as duas proteinas funcionam como uma en¬ 


donuclease para excisar o DNA entre os dois segmentos 
genicos. Etapas subseqiientes no processo de uniao envol- 
vem outras proteinas necessarias para reparar as quebras 
bifilamentares produzidas pelo complexo RAG1/RAG2. 
Uma dessas proteinas, chamada Artemis, e defeituosa em 
pacientes com a doenga de imunodeficiencia combinada 
graye sensivel a radiagao (RS-SCID), destacando a impor¬ 
tance da via no desenvolvimento do sistema imunologico 
em humanos. 


Diversidade Adicional: Sitios de Uniao Variavel e 
Hipermutaqao Somatica 

Uma grande diversidade de anticorpos e gerada pela uniao 
combinatoria de segmentos genicos de anticorpos como ja 
descrito. Por exemplo, considere o numero de cadeias leves 
kapa diferentes possiveis em seres humanos. Se existem 40 
segmentos genicos funcionais L X V X e 5 segmentos jf x , en¬ 
tao podem ser produzidos 200 segmentos genicos L K V-J } 
fundidos pela jungao dos segmentos genicos L X V X e J x em 
todas as combinagoes possiveis. Similarmente, considerando 
30 segmentos genicos funcionais L x V x t 4 J X C X , podem ser 
produzidas 120 cadeias leves lambda diferentes por jungao 
combinatoria. A regiao variavel de cadeias pesadas fornece 
uma diversidade adicional por causa dos multiplos segmen¬ 
tos de genes D. Se existem 44 segmentos genicos funcio¬ 
nais V H , 25 segmentos genicos D funcionais, e 6 segmentos 
genicos J H em celulas da linhagem germinativa humana, 
podem ser montadas 6.600 regioes variaveis de cadeias pe¬ 
sadas diferentes. Se existem 320 (200 + 120) cadeias leves 
diferentes e 6.600 cadeias pesadas diferentes, entao 320 x 
6.600, ou 2.112.000, anticorpos diferentes podem ser produ¬ 
zidos por jungao combinatoria apenas. Claramente, a jungao 
combinatoria de segmentos genicos de anticorpos produz 
uma vasta quantidade de diversidade de ligagao de antfgeno. 
Entretanto, analises moleculares de anticorpos e genes de 
anticorpos mostraram que a diversidade adicional 6 gerada 
por outros mecanismos. 

Uma comparagao da diversidade de sequencias de ami- 
noacidos presente em moleculas de antieorpo com a pre¬ 
vista pelas sequencias de segmentos genicos que codificam 
tais anticorpos revela que ha mais variagao em sequencias 
de aminoacidos nas jungoes V-J do que e previsto pelas se¬ 
quencias de nucleotideos. Foi demonstrado que parte desta 
diversidade adicional resulta do uso de sitios alternativos 
de recombinagao durante os eventos de jungao que estao 
envolvidos na montagem final de genes de antieorpo ma- 
duro. Urn exemplo do uso de sitios alternativos de jungao 
de segmentos genicos V x e J x no camundongo e ilustrado 
na Fig. 23.13. Durante a uniao dos segmentos V X4I e J x $, 
foi mostrado que eventos de recombinagao ocorrem entre 
quatro posigoes de nucleotideos adjacentes nos sitios de 
jungao. Como ilustrado na Fig. 23.13^7, estes eventos de 
recombinagao produzem quatro sequencias diferentes de 
nucleotideos que codificam tres aminoacidos distintos na 
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Pro Sequencias de sinal heptamericas Trp 

5' — CCTCCCACAGTG - C A C T G T G G T G G-3' 

3 ‘~GGAGGGtGf CAC - GTG AC ACC AXC-^ 5 ' 

V k 41 ^ k5 

(a) Sequences de nucleotideos de segmentos genicos V k41 
e J k 5 no camundongo. 



G 

T 

G 

A 

C 

A 

5-OC-T-C-C-C 


G 

A 

C 

T 

G 

T 

G-G-T-G-G- 3 ' 


1! 


TI 4 L-U4 


J 


(b) Papel hipotetico das sequencias de sinal na justaposicao 
dos segmentos genicos. 

VUi CCTCCC 

l i 2 i 3 i 4 i 

GTGG J k5 

(c) Sitios alternatives de recombinacao somatica. 


1 5' —CCTTGG—3' 

Pro Trp 

2 5’—CCTCGG —3' 

Pro Arg 

3 5-CCTCCG-3' 

Pro Pro 

4 5-CCTCCC-3' 

■ y ' I _ v _ I 

Pro Pro 

N- do aminoacido 95 96 

(d) Sequencias de nucleotideos resultantes e os dipeptideos 
que elas codificam. 

Fig. 23.13 ■ A diversidade de anticorpos na jungao V\-J\ e 
produzida por variagao na posigao exata da reagao de jungao. 


posigao 96 na cadeia kapa leve de camundongo. Como o 
aminoacido 96 ocorre em uma regiao da cadeia de anti- 
corpo que esta envolvida na ligagao de antigeno, eventos 
de jungao alternados V-J deste tipo contribuem significati- 
vamente para a grande diversidade de especificidade de an¬ 
ticorpos que e observada em mamfferos. Eventos de jungao 
alternados semelhantes foram documentados para reagoes 
de jungao V\-% e V H -D-J H . Alem disso, as reagoes de jun¬ 
gao sao imprecisas, em geral deletando ou inserindo de um 
a alguns nucleotideos. 


A despeito da grande gama de diversidade de anticorpos 
produzidos (1) pela jungao de grandes famflias de segmentos 
genicos V, D e J e (2) pelo uso de posigoes alternadas de 
recombinagao durante as reagoes de jungao, dados conside- 
raveis demonstram que ainda outro mecanismo deve estar 
envolvido na geragao de diversidade de anticorpos. Quando 
as sequencias reais de aminoacidos de cadeias X[ diferen- 
tes de camundongos foram comparadas com as sequencias 
de aminoacidos previstas a partir de sequencias de pares de 
nucleotideos de segmentos genicos X\, foram encontradas 
diferengas nos sitios de regioes variaveis a excegao dos sitios 
de jungao. Observagoes similares foram feitas em estudos 
de regioes variaveis de cadeia pesada. Em essencialmente 
todos os casos, as mudangas resultaram de substituigoes de 
um unico par de nucleotideos. Tais substituigoes podem re- 
presentar ate 2% dos pares de nucleotideos dos segmentos 
genicos que codificam as regioes variaveis de anticorpos. 
Essas substituigoes de pares de nucleotideos devem ocorrer 
por algum mecanismo de mutagao somatica que e restrito 
a sequencias de DNA que codificam as regioes variaveis de 
cadeias de anticorpos. Como tais mudangas nos segmentos 
variaveis de genes de anticorpos ocorrem em uma freqiiencia 
muito alta, o processo pelo qual elas ocorrem e chamado de 
hipennutagao somatica. O mecanismo pelo qual ocorre 
hipermutagao somatica hoje e conhecido. Ele envoive um 
processo similar ao reparo de malpareamento dependente de 
metilagao (veja Cap. 13). 

Hipermutagao somatica de regioes de genes de anticor¬ 
pos que codificam sitios de ligagao de antigenos pode ser 
de grande valor para o organismo. Sem este mecanismo 
para gerar diversidade de anticorpos, a gama de especifici¬ 
dade de anticorpos dispomveis seria fixada em termos das 
sequencias presentes no genoma ao nascimento e das com- 
binagoes que poderiam ser produzidas pelos varios niveis 
de reagoes de jungao de segmentos genicos. Virus e outros 
patogenos estao constantemente evoluindo e produzindo 
novas variantes com novos determinantes antigenicos. Para 
proporcionar uma defesa adequada contra a mudanga de 
composigao antigenica desses patogenos, o sistema imuno- 
logico tambem deve ser capaz de responder rapidamente 
a tais mudangas. Que modo melhor de fornecer esta sal- 
vaguarda do que capacitar genes de anticorpos com seu 
proprio mecanismo - hipermutagao somatica - para ra- 
pida adaptagao a novos antigenos que podem evoluir no 
futuro? 

mm PONTOS 1MP0RTANTES 

■ O grande numero de diferentes anticorpos produzidos por 
mamfferos resulta amplamente da jungao combinatoria de 
segmentos genicos de anticorpos por recombinagao somatica 
durante a diferenciagao de linfocitos B em plasmocitos produ- 
tores de anticorpos. 

■ A diversidade adicional de anticorpos e produzida por va- 
riabilidade nos sitios de jungao de segmentos genicos e por 
alta frequencia de mutagao - hipermutagao somatica - nas 
sequencias de DNA que codificam sftios de ligagao de an- 
tfgenos. 
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MUDANGA DE CLASSE DE ANTICORPO 

Os linfocitos B podem mudar da produgao de uma 
classe de anticorpo para outras classes por rearranjo do 
genoma ou por vias alternativas de recomposigao do 
transcrito. 

Na epoca em que a sfntese de anticorpos comega em 
um linfocito B em desenvolvimento, todos os segmentos ge- 
nicos Ch ainda estao presentes, separados do gene de fusao 
LhVhDJh recem-formado por uma curta seqiiencia codifi- 
cante (Fig. 23.11). Neste estagio, todos os anticorpos sinteti- 
zados tem cadeias pesadas IgAl (produtos genicos C^). En- 
tretanto, alguns plasmocitos logo podem comegar a produzir 
outras classes de anticorpos (com cadeias pesadas de IgA, 
IgD, IgE ou IgG). Este processo e denominado mudanga 
de classe. Lembre que, como ja discutido neste capitulo, 
classes diferentes de anticorpos desempenham fungoes dife- 
rentes no organismo. 

O primeiro tipo de mudanga de classe ocorre quando al- 
guns plasmocitos comegam a produzir tanto anticorpos IgM 
quanto IgD. Tais anticorpos diferem apenas em seus do- 
minios de fungao efetora; eles tem dommios identicos de 
ligagao de antfgenos, especificados pelos mesmos segmentos 
genicos fusionados Vyjx ou Vyjx e V h DJjj . Nestas celulas, 
um transcrito primario que envolve ambos os segmentos ge¬ 
nicos e C /75 e sintetizado. Durante o processamento, 
a seqiiencia do transcrito V^jDJj-f pode ser recomposta na 
seqiiencia ou C/ 75 . Como resultado, ambos os tipos de 
cadeia pesada sao sintetizadas na mesma celula (Fig. 23.14). 

Outras celulas B mudarao da produgao de anticorpos da 
classe IgM para produzir IgA, IgD, IgE ou IgG. Este tipo 
de mudanga de classe envolve outros rearranjos genomicos 
durante os quais os segmentos genicos C/ 7 inais proximos aos 
segmentos genicos LhVhDJh previamente unidos sao dele- 
tados (Fig. 23.11, etapa 3). A classe de anticorpos produzida 


apos mudanga de classe depende de que regiao coditcante 
C /7 permanece justaposta a seqiiencia codificante L n -J' hDJh 
previamente fusionada. 

■■ PONTO IMPORTANTE 

■ Linfocitos B em desenvolvimento podem mudar da produgao 
de anticorpos IgM para outras classes de anticorpos por rear¬ 
ranjos genomicos ou por vias alternativas de recomposigao de 
transcrito. 


MONTAGEM DE GENES DE RECEPTORES 
DE CELULAS T POR RECOMBINACAO 
SOMATICA 

Genes receptores de celulas T sao montados a partir de 
segmentos genicos durante diferenciagao do linfocito 
T por rearranjos genomicos similares aos envolvidos na 
produgao de anticorpos. 

Como as cadeias pesadas de anticorpos, as duas cadeias 
polipeptidicas de receptores de celulas T sao codificadas por 
segmentos genicos L-V, D,Je C. As regioes variaveis de pro- 
temas de receptores de celulas T sao codificadas por varios 
segmentos L-V, D e J; as regioes constantes sao codificadas 
por um pequeno numero de segmentos do gene C. Os genes 
receptores de celulas T sao montados por rearranjos genomi¬ 
cos que ocorrem durante a diferenciagao de linfocitos T a par¬ 
tir de celulas tronco, como no caso de genes de anticorpos em 
linfocitos B em desenvolvimento. As protemas receptoras a e 
(3 sao codificadas por segmentos genicos que sao dispostos em 
grupos como os segmentos genicos que codificam cadeias de 
anticorpos. Em humanos, os grupos de segmentos genicos a e 
P estao situados nos cromossomos 14 e 7, respectivamente. 


DNA: 


\6" n " Chu " Ohs " Qbt' 




r\ 


T 

Transcricao 




Fig. 23.14 ■ Mudanga de classe de anticorpo 
pode ocorrer por vias alternadas de recomposigao 
do transcrito. As duas vias de recomposigao 
mostradas resultam na produgao de cadeias 
pesadas de IgM e IgD pelo mesmo plasmocito. 
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[ NFOQUE TECNKO: Anticorpos Monodonais: Sondas Poderosas para Detectar 

Protemas e Outros Antrgenos 


Alem de defender o corpo contra virus, bacterias, fungos e outras 
substancias exogenas, os anticorpos servem a cientistas como po¬ 
derosas ferramentas de pesquisa que podem ser usadas para iden- 
tificar proteinas especificas ou outras moleculas antigenicas. Por 
muitos anos, o problema do uso de anticorpos como sondas mo- 
leculares foi a tarefa dificil de purificar aqueles especificos para 
o antigeno de interesse. Em 1975, Cesar Milstein e Georges Kohler 
desenvolveram um procedimento que resolveu este problema. 
Eles descobriram como produzir clones de culturas de celulas 
imortais secretoras de anticorpos. Eles fusionaram linfocitos B 
com celulas cancerosas chamadas mielomas para produzir celulas 
somaticas hibridas. As celulas hibridas resultantes, denominadas 
hibridomas, eram imortais. Alem disso, elas podiam ser clonadas 
e triadas quanto a produqao dos anticorpos de interesse. Uma 
vez identificadas, as linhagens celulares desejadas de hibridoma 
podiam ser usadas para produzir essencialmente quantidades ili- 
mitadas de anticorpos monodonais puros, todos anticorpos re- 
conhecendo o mesmo epitopo antigenico. 

O procedimento usado para produzir anticorpos monodonais 
e mostrado na Fig. 1. A primeira etapa e injetar um camundongo 
com o antigeno de interesse. Isto ira estimular o sistema imunolo- 
gico do camundongo a comeqar a produzir anticorpos especificos 
contra o antigeno. A segunda etapa e remover o baqo do camun¬ 
dongo injetado e colocar as celulas do ba<;o, muitas das quais 
sao linfocitos B. em um meio de cultura. A terceria etapa envolve 
fusao de celulas B com celulas de mieloma de crescimento rapido 
para produzir celulas de hibridoma. Esta e a etapa principal na 
produ^ao de anticorpos monodonais. Cada celula B produzira 
um unico tipo de anticorpo devido a exclusao alelica. Entretanto, 
nao podemos apenas clonar celulas B porque elas viverao apenas 
alguns dias, seja in vitro ou in vivo. Celulas cancerosas, tais como 
os mielomas, sao imortais em cultura. Elas se dividem rapida e 
continuamente, exibindo crescimento e divisao descontrolados. 
Mas as celulas de mieloma nao produzem anticorpos. Felizmente, 
as celulas hibridas adquirem a imortalidade das celulas parentais 
de mieloma e a capacidade de produzir anticorpos dos linfocitos 
B parentais. Celulas hibridas parentais sao separadas e cultivadas 
para produzir clones de hibridomas produtores de anticorpos. 
Cada clone e analisado quanto a produqao do anticorpo de inte¬ 
resse. Uma vez identificados, os hibridomas que estao produzindo 
os anticorpos desejados podem ser cultivados continuamente 
ou estocados depois de congelados em nitrogenio liquido para 
uso posterior. Assim, o procedimento de anticorpos monodonais 
permite-nos produzir uma quantidade essencialmente ilimitada 
de um anticorpo importante e estocar as celulas produtoras de 
anticorpo para uso muitos anos depois. 

Considerando a sua especificidade fenomenal, anticorpos mo- 
noclonais sao valiosas ferramentas de pesquisa. Eles podem ser 
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injetar camundongo 
Q com antigeno de 
interesse. 


Celulas B do 
baco, cada uma G 
produzindo um 
anticorpo diferente 
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Q Fusionar celulas B do 
baco e celulas de 
mieloma. 
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Clones de celulas 
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Cultivar celulas 
w individuals 

de hibridoma para 
produzir clones de 
celulas e analisar 
quanto a anticorpo 
de interesse. 



Anticorpo 2 
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de anticorpos 


Anticorpos s 
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de interesse 


Cultivar celulas de hibridoma 
continuamente; elas 
secretarao 0 anticorpo 
de interesse no meio 
de cultura. 




P 



Estocar celulas de hibridoma 
de interesse congeladas em 
nitrogenio liquido para 
producao posterior de 
anticorpos. 


Q Colher anticorpos produzidos pelo clone de 

interesse - 0 clone produtor do anticorpo desejado - 
seja imediatamente ou apos estocagem. 


Fig* 1 ■ A producao de anticorpos monodonais por clones 
celulares de hibridoma. 


usados para identificar polipeptideos individuals que foram se- 
parados por eletroforese em gel (Cap. 15) ou para determinar a 
localiza^ao de macromoleculas em tecidos e celulas combinando 
microscopia com tecnicas de imunolocalizaqao. Os anticorpos 
monodonais tambem podem ser usados na purificaqao de prote¬ 
mas por imunoprecipita^ao e no diagnostico de doenqas adquiri- 
das e herdadas. Embora anticorpos monodonais nao tenham pro- 
porcionado a esperan<;a de cura do cancer, eles demonstraram ser 
recursos valiosos em pesquisa biologica e diagnostico medico. 
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UM MARCO NA (jENETICA: Montagem de Genes de Anticorpos 


Nos anos 1950 e 1960, ja sabiamos que animais vertebrados po- 
diam produzir um numero enorme (provavelmente milhoes) de 
anticorpos diferentes. Se cada um desses anticorpos fosse o pro- 
duto de um gene diferente, seria necessario uma grande propor- 
c;ao do genoma para codificar o vasto repertorio de anticorpos. 
Entretanto, nos tambem sabiamos que o genoma tinha que dirigir 
a sfntese de uma grande gama de enzimas, protemas estruturais 
e moleculas de RNA. Os genomas de vertebrados nao parecem 
grandes o suficiente para realizar ambas as funqdes. Uma possibi- 
lidade era que cada classe de cadeia de anticorpos - cadeias leves 
lambda, cadeias leves kapa e cadeias pesadas - e codificada por 
um unico gene estrutural e que a diversidade e gerada por alta fre¬ 
quence de mutaqoes somaticas nesse gene. Entretanto, se fosse 
o caso, por que uma alta taxa de mutagao somatica ocorre nestes 
genes e nao em outros? 

No comeqo dos anos 1960, foi demonstrado que anticorpos 
contem quatro polipeptideos, duas cadeias leves identicas e duas 
cadeias pesadas identicas (veja Fig. 23.3). Assim, se tivessemos al- 
guns genes codificando cadeias leves e outros genes codificando 
cadeias pesadas, seus produtos poderiam ser combinados de varios 
modos para produzir muitos anticorpos diferentes. Logo depois, foi 
demonstrado que cada anticorpo continha uma regiao variavel em 
seu terminal amino e uma regiao constante em seu terminal carbo- 
xila. A estrutura singular das cadeias polipeptidicas em anticorpos 
levou William Dreyer e Claude Bennett a propor que as regioes 
variaveis e constantes de uma cadeia de anticorpo sao codificadas 
por genes diferentes. 1 Sua proposta foi referida como a “hipotese 
de dois genes-um polipeptideo” Eles tambem propuseram que as 
regioes constantes de cadeias de anticorpo sao codificadas por um 
unico gene (o gene C) e as regioes variaveis sao especificadas por 
milhares de genes distintos (os genes V). Finalmente, eles sugeriram 
que a recombinaqao genetica moveu um dos genes V para perto de 
um gene C durante o desenvolvimento de plasmocitos produtores 
de anticorpos. Suas hipoteses receberam pouco apoio na epoca, 
em parte porque os genomas eram considerados como estruturas 
muito estaveis e a recombina<;ao parecia ocorrer durante a meiose 
quando os cromossomos homologos eram pareados. Os rearranjos 
genomicos foram considerados anormais. Acreditava-se que eles 
produziam muta^oes e fenotipos anormais. 

Os primeiros resultados definitivos de apoio a hipotese de dois 
genes-um polipeptideo foram publicados em 1976 por Nobumichi 
Horzumi e Susumu Tonegawa (Fig. 1), pesquisadores do Basel Insti¬ 
tute for Imunology na Sui<;a. Eles demonstraram que as sequencias 
de DNA codificantes das regioes variaveis e constantes das cadeias 
leves kapa (uma das duas classes de cadeias leves de anticorpos) 
estavam presentes no mesmo fragmento de BamHl do DNA geno- 
mico em celulas produtoras de anticorpos, mas estavam em frag- 


mentos diferentes de BamHI do DNA em celulas embrionarias (Fig. 
2). 2 Tonegawa e colaboradores subsequentemente mostraram que 
isto tambem era verdade para sequencias de DNA codificantes das 
regioes variaveis e constantes da outra classe (lambda) de cadeias 



Fig.l ■ Susumu Tonegawa, o primeiro a demonstrar que genes 
codificantes de cadeias de anticorpo sao recompostos juntos a 
partir de segmentos genicos por rearranjos genomicos durante 
o desenvolvimento de plasmocitos produtores de anticorpos. 
Tonegawa recebeu o Premio Nobel de Fisiologia ou Medicina de 1987 
em reconhecimento a importancia de seu trabalho. 


BamHl ^ _ BamHl ^ 

5' V 

(a) DNA de celulas embrionarias. 


BamHl 


BamHl 


BamHl 

V C 


(b) DNA de celula produtora de anticorpo. 


Fig. 2 S A demonstrado de Hozumi e Tonegawa de que 
sequencias de DNA codificantes das regioes variaveis e constantes 
de cadeias leves kapa estao em diferentes fragmentos de restri^ao 
de BamHl no DNA genomico de celulas embrionarias [a), mas estao 
proximas no mesmo fragmento de BamHl no DNA genomico de 
celulas produtoras de anticorpos (b). 


Greyer, W. J. e J. C. Bennett. 1965. The molecular basis of antibody formation: 
A paradox. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 54: 864-869. 


2 Hozumi, N. e S. Tonegawa. 1976. Evidence for somatic rearrangement of 
immunoglobulin genes coding for variable and constant regions. Proc. Natl. 
Acad. Sci. U.S.A. 73: 3628-3632. 
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leves 3 e cadeias pesadas/ Tonegawa recebeu o Premio Nobel de Fi- 
siologia ou Medicina de 1987 por seu trabalho. Philip Leder e Leroy 
Hood e colaboradores tambem forneceram evidences importantes 
para a geraqao da diversidade de anticorpos pela jungao combina- 
toria de segmentos genicos de anticorpos. 

Hoje sabemos que genes de cadeias leves kapa e lambda sao 
recompostos juntos de dois e tres segmentos genicos diferentes, 
respectivamente (veja Figs. 23.10 e 14.26) e que genes de cadeias 
pesadas sao montados a partir de quatro segmentos genicos di- 
ferentes (veja Fig. 23.11). Alem disso, os genes codificantes de pro- 
teinas receptoras nas superficies de linfocitos T sao produzidos 
por rearranjos genomicos similares em celulas precursoras. Assim, 
embora a hipotese de dois genes-um polipeptideo de Dreyer e 

3 Tonegawa, S., C. Brack, N. Hozumi e V. Pirrotta. 1977. Organization of immuno¬ 
globulin genes. Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 42: 921-931. 

Sakano, H., R. Maki, Y. Kurosawa, W. Roeder e S. Tonegawa. 1979. Domains and 
the hinge region of an immunoglobulin heavy chain are encoded in separate 
DNA segments. Nature 277:627-633. 


Bennett parecesse muito radical quando foi proposta, hoje sabe¬ 
mos que foi uma proposta bem engenhosa. 

QUESTOES PARA DISCUSSOES 

1, Os resultados de Tonegawa e outros provaram que as princi¬ 
pal’s caracterfsticas da “hipotese dois genes-um polipeptideo” 
de Dreyer e Bennett estao corretas. Mas esta hipotese teve 
pouco apoio da comunidade cientifica quando foi proposta 
em 1965. Isto e tipico de ideias novas em ciencia? Os cientistas 
sao muito conservadores? Como novos conceitos se tornam 
estabelecidos na ciencia? 

2. Em virtude da sua capacidade de produzir anticorpos contra mi- 
Ihoes de antigenos diferentes, nosso sistema imunologico pro¬ 
tege-nos de um grande numero de virus, bacterias e outros mi- 
crorganismos patogenicos. Por que nosso sistema imunologico 
nao nos protege do virus da imunodeficiencia humana (HIV) 
que causa a smdrome da imunodeficiencia adquirida (AIDS)? 


M P0NT0 IMPORTANTE 

■ Os genes que codificam as proteinas receptoras de celulas T 
killer sao montados a partir de segmentos genicos durante di- 
ferenciagao do linfocito T por rearranjos genomicos analogos 
aos envolvidos na montagem de genes de anticorpos. 


REGULAR) DA EXPRESSAO DE GENES DE 
IMUNOGLOBULINA 

A recombinagao de celulas somaticas move sequencias 
de DNA que codificam anticorpos proximos a 
acentuadores histoespecificos que estimulam a 
transcrigao dos genes recem-montados. 

Os segmentos genicos de anticorpos nao sao transcri- 
tos, ou sao transcritos em niveis muito baixos em celulas 
da linhagem germinativa. Em plasmocitos, 10 a 20% das 
moleculas de mRNA sao transcritos de genes de anticorpos. 
O que ativa a transcrigao de genes de anticorpos durante ou 
imediatamente apos sua montagem? Por que so um tipo de 
anticorpo e produzido por um determinado plasmocito? 

Exclusao Alelica: Apenas um Rearranjo 
Funcional Por Celula 

Cada plasmocito produz apenas um tipo de anticorpo. Por 
que.-' As celulas de marmferos sao diploides; elas levam dois 


conjuntos de informagao genetica que codificam cada uma 
das cadeias de anticorpos. Entretanto, apenas um rearranjo 
genomico produtivo de cadeia leve que codifica sequencias 
e um rearranjo genomico produtivo de cadeia pesada que 
codifica sequencias ocorre durante diferenciagao de cada lin¬ 
focito B. Este fenomeno e chamado exclusao alelica porque 
um dos “alelos” e excluido de ser expresso. Como? Por que? 
No momento, geneticistas nao sabem. Eles sabem que am- 
bos os “alelos” sao, as vezes, rearranjados na mesma celula, 
mas, nesses casos, apenas um “alelo” sofreu um rearranjo 
produtivo em um gene funcional. O outro “alelo” e sempre 
apenas parcialmente montado ou contem delegoes de se¬ 
quencias codificantes essenciais. Uma conseqliencia pratica 
valiosa da exclusao alelica e que ela permite a pesquisadores 
obter grandes quantidades de um anticorpo que se liga a 
um unico epitopo, o chamado anticorpo monoclonal (veja 
Enfoque Tecnico: Anticorpos Monoclonais: Sondas Pode- 
rosas para Detectar Proteinas e Outros Antigenos), sem usar 
as trabalhosas metodologias laboratoriais de purificagao de 
proteinas. 

Transcricao de Genes de Cadeia Pesada: 

Um Acentuador Histoespecifico 

Por que mecanismo sao ativados os genes de anticorpo du¬ 
rante sua montagem a partir de segmentos genicos? No 
caso de genes de cadeia pesada, a resposta e que o processo 
de montagem leva os promotores situados antecedentes aos 
segmentos genicos LtfVj-j para a area de influencia de um 
acentuador forte (Cap. 21) situado no nitron entre os seg- 
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Promotor 

DNA da linhagem — L Hn - V Hn 
germinativa: 


Montagem de gene de 
cadeia pesada: 


> 100.000 pares de nucleotideos 


-it — D] -//- D n -/h- J hi—Jh2—Jh3—Jh4—Jh5 ■ 



Promotor Acentuador 

H— < 2.000 pares de —►] 
nucleotideos 


Acentuador 
■Jh6 - B - 



Fig. 23.15 ■ Ativacao da 
transcrigao de genes de cadeia 
pesada por movimento de um 
promotor de gene de cadeia 
pesada (boxe laranja) para a 
proximidade de um acentuador 
histoespecifico (boxe 
vermelho) durante montagem 
de genes em linfocitos B. 


memos genicos o segmento genico C Wu (Fig. 23.15). 
Cada segmento genico LhVh contem um promotor ante- 
cedente. Antes dos eventos de rearranjo genomicos que 
resultam na sintese de cadeia pesada, o promotor mais pro¬ 
ximo de L h V h dista mais de 100.000 pares de nucleotideos 
do acentuador (Fig. 23.15, em cima), e os acentuadores 
tern pouco efeito sobre a transcricao iniciada nos promo- 
tores que estao distantes. Durante diferenciacao de celu- 
las B, o processo de montagem do gene de cadeia pesada 
(Fig. 23.11) leva o promotor do segmento genico L H V H 
mais proximo e o acentuador para dentro de 23)00 pares de 
nucleotideos um do outro (Fig. 23.15, embaixo). O acen¬ 
tuador agora ativa a transcricao do promotor situado an- 
tecedente ao segmento genico L H V H . Esse acentuador e 
histoespecifico; ele ativa a transcricao apenas em celulas B, 


nao tendo efeito em outros tipos de celulas. Supostamente, 
o processo de ativacao requer a presenca de um fator de 
transcricao que esta presente em linfocitos B mas nao em 
outros tipos de celulas. 

M P0NT0SIMP0RTANTES 

H Segmentos genicos adicionais nao sao transcritos em niveis sig- 
nificativos em celulas tronco. 

■ Sua transcricao e ativada pelos rearranjos genomicos que ocor- 
rem durante a diferenciacao de linfocitos B. 

■ Ocorre apenas um rearranjo genico produtivo de anticorpos 
por celula. 

■ A transcricao de genes de cadeia pesada montados e ativada 
pela transference de seus promotores para posigoes perto de 
um forte acentuador histoespecifico. 



Exercicios Basicos 


llustram a analise genetica basica. 


1. Qual e a importancia do seu sistema imunologico? 

Resposta: A sua sobrevivencia depende de um sistema imu¬ 
nologico funcional. O HIV destroi celulas que sao essenciais 
ao sistema imunologico, deixando os pacientes com AIDS in- 
capacitados dc sobreviver a infecgoes por patogenos que preo- 
cupam pouco ou nada a pessoas com um sistema imunologico 
funcional. 

2. O que sao anticorpos e como eles nos protegem de virus, bacte- 
rias e outros patogenos? 

Resposta: Anticorpos sao protemas produzidas pelo sistema 
imunologico que se ligam a substancias exogenas e facilitam sua 
destruicao e remocao do corpo. 

3. O que sao celulas T killer e como elas nos protegem de virus, 
bacterias e outros patogenos? 

Resposta: Celulas T killer sao globulos brancos que tern pro- 
teinas receptoras do tipo anticorpo em suas superficies. Esses 
receptores sao usados para reconhecer substancias exogenas nas 
superficies de celulas infectadas. A deteccao de uma substancia 
exogena na superficie de uma celula por uma proteina receptora 
estimula a celula X a destruir a celula infectada e remove-la do 
corpo. 


4. Seu sistema imunologico e capaz de produzir cerca de um bilhao 
de anticorpos diferentes para combater infecgoes. Como o seu 
genoma pode estocar tanta informagao genetica? 

Resposta: Seu genoma nao contem um bilhao de scenes diferen¬ 
tes codificando anticorpos. Em vez disso, a informacao genetica 
que especifica cadeias de anticorpos e estocada em trechos (seg¬ 
mentos genicos) em seu DNA da linhagem germinativa. Esses 
trechos sao entao montados em genes codificantes de cadeias de 
anticorpos por rearranjos de DNA que ocorrem durante o de- 
senvolvimento de plasmocitos produtores de anticorpos a partir 
de linfocitos B. Juntando conjuntos de segmentos genicos em 
muitas combinagoes diferentes, pode ser produzida uma grande 
quantidade de diversidade com uma quantidade relativamente 
pequena de DNA (veja Figs. 23.10 e 23.11). 

5. Se um gene de anticorpo e montado a partir de tres segmentos 
genicos diferentes, quantas cadeias diferentes de anticorpos po- 
dem ser produzidas se o genoma contiver 5, 20 e 200 copias dos 
tres segmentos genicos? 

Resposta: Se cada gene for montado usando uma copia de cada 
segmento genico, 20.000 (5 x 20 x 200) genes diferentes serao 
possfveis. Montando genes de anticorpos a partir de segmentos 
genicos durante diferenciagao celular, pode ser produzida mais 
diversidade com genomas menores. 
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Testar Seus Conhecimentos 


Integra conceitos e tecnicas diferentes. 


1. Se o genoma de um determinado primata content 300 V\, 5 
Jh 1 C h 150 Vx, 5 Jx-Cx, 300 V H , 4 J Hl 50 D e 10 segmentos 
genicos Ch e eles puderem ser unidos em todas as combina- 
goes apropriadas possfveis durante os rearranjos genomicos que 
ocorrem na diferenciagao de linfocitos B, quantos anticorpos 
diferentes este primata poderia produzir? 

Resposta: Mais de um bilhao de anticorpos diferentes (1,35 bi- 
ihdes) poderiam ser montados pela jungao combinatoria dos va- 
rios segmentos genicos e pelas cadeias leves e pesadas diferentes 
dos anticorpos. Haveria 2.250 cadeias leves diferentes, consis- 
tindo em 1.500 cadeias leves kapa (300 segmentos genicos Vx 
x 5 segmentos Jx x 1 segmento Cx) e 750 cadeias leves lambda 
(150 segmentos genicos V\ x 5 segmentos - Cy) e 600.000 
cadeias pesadas (300 segmentos genicos Vh x 4 segmentos Jh x 
50 segmentos D x 10 segmentos genicos Ch). O numero de com- 
binagoes de cadeias leves e pesadas seria de 2.250 cadeias leves x 
600.000 cadeias pesadas, ou 1.350.000.000 anticorpos diferentes. 


2. Em humanos, a ausencia de uma enzima chamada purina-nucle- 
osfdeo-fosforilase (PNP) resulta em grave deficiencia de celulas 
T. Desoxiguanosina, o substrato de PNP, acumula-se na ausen¬ 
cia da enzima e e especialmente toxica para linfocitos T. Que 
efeito voce esperaria que essa deficiencia de PNP exerga sobre 
os sistemas imunologicos celular e humoral de indivfduos com o 
disturbio? 

Resposta: Celulas T helper sao necessarias para estimular o 
desenvolvimento tan to de plasmocitos produtores de anticor¬ 
pos quanto de celulas T killer (veja Fig. 23.7). Considerando 
que a desoxiguanosina - o substrato da purina-nucleosideo- 
fosforilase - e toxica para linfocitos T, a ausencia de atividade 
de PNP supostamente devera bloquear tanto as respostas 
imunologicas humoral quanto celular em uma pessoa com 
este disturbio. 


™ Questoes e Problemas Acentuam 

23.1. A informagao genetica que especifica cadeias de anticor¬ 
pos estocadas em celulas da linhagem germinativa esta no 
mesmo formato daquela que especifica a maioria dos outros 
polipeptfdeos? 

23.2. Quantas cadeias polipeptfdicas estao presentes em cada 
molecula de anticorpo? Quantos sftios de ligagao de antf- 
genos estao presentes por anticorpo? Quantos anticorpos 
diferentes sao produzidos em cada plasmocito? 

23.3. Quais as tres fontes diferentes de variabilidade de anticor¬ 
pos? 

23.4. Anticorpos sao de cinco classes diferentes. O que determina 
a classe de um anticorpo? 

23.5. Que classe de anticorpo e sempre produzida primeiro em 
uma celula B em desenvolvimento? 

23.6. Que classe de imunoglobulina e mais comum no sangue 
humano? 

23.7. Que classe de imunoglobulina se liga a receptores em mas- 
tocitos e estimula a secregao de histaminas e outras aminas 
que estao envoividas em uma reagao alergica? 

23.8. Considerando o tamanho do genoma de marmferos, por 
que nao e possivel haver um gene separado codificando 
cada polipeptfdeo de anticorpo? 

23.9. Mudanga de classe durante diferenciagao do linfocito 
B ocorre no DNA ou no RNA? Por que mecanismo ela 
ocorre? 


compreensao e desenvolvem as habilidades analiticas. 

23.10. (a) Cite tres tipos diferentes de leucocitos que tem papeis 
importantes na resposta imunologica de vertebrados. (b) 
Que fimgao cada um destes tipos de celulas desempenha na 
resposta imune? 

23.11. Que importancia tem o locus de MHC de humanos na pra- 
tica medica? 

23.12. Diz-se que os genes do locus de MHC de humanos sao alta- 
mente polimorficos. (a) O que isto significa? (b) Que signi- 
ficado tem isto no campo da medicina? 

23.13. Quais sao as duas principais vias pelas quais complexos an- 
ticorpo/antigeno sao eliminados? 

23.14. O que e um epftopo e qual o seu papel no desencadeamento 
de uma resposta imune? 

23.15. Onde sao produzidas moleculas tais como citocinas, linfo- 
cinas e interleucinas e qua! e o seu papel na resposta imu¬ 
nologica? 

23.16. Plasmocitos constituem uma populagao de celulas que 
coletivamente produzem uma ampla gama de anticorpos 
diferentes. Cada plasmocito produz apenas um unico tipo 
de anticorpo (as vezes anticorpos um pouco diferentes, 
mas todos especfficos para um unico antfgeno). Apos ex- 
posigao de um humano ou outro vertebrado a um antf¬ 
geno exogeno tal como a protefna do envoltorio de um vi¬ 
rus, o indivfduo inicia rapidamente a produgao de grandes 
quantidades de anticorpos especfficos contra o antfgeno 
exogeno ao qual ele foi exposto. Por que mecanismo esta 
resposta ocorre? 
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23.17. Anticorpos sao codificados por famflias de segmentos ge- 
nicos que sao montados em genes que dirigem sua sfntese 
durante o desenvolvimento dos plasmocitos que os produ- 
zem. Existem outras protefnas de mamfferos codificadas 
por segmentos genicos que sao montados de modo similar 
durante diferenciagao celular? 

23.18. Na diferenciagao de linfocitos B, o que controla eventos de 
recombinagao somatica de modo que o segmento do gene 
V e uni do a um segmento J e nao a outro segmento V ou 
diretamente a um segmento C? 

23.19. De que modo as estruturas de anticorpos e os receptores de 
antfgenos de celulas T sao similares? 

23.20. Por que respostas imunes secundarias sao mais rapidas e 
mais potentes do que respostas imunes primarias? 

23.21. Infecgoes microbianas de mamfferos ativam varias respos¬ 
tas diferentes, algumas especfficas contra o agente invasor e 
outras inespecfficas. Quais sao as principais respostas imu¬ 
nes inespecfficas? Quais sao as principais respostas imunes 
especfficas? 

23.22. De que modo celulas de memoria diferem da maioria de 
outras celulas do sistema imunologico? 

23.23. Os anticorpos monoclonais demonstraram ser ferramen- 
tas muito poderosas para estudos de processos biologicos. 


(a) Como os anticorpos monoclonais sao produzidos? (b) 
Como eles sao usados em pesquisa biologica? 

23.24. Quantas cadeias pesadas de anticorpos diferentes <*eral- 
mente sao produzidas por um determinado plasmocito? 
Que papel a exclusao alelica tern na produgao de anticorpos 
por plasmocitos? 

23.25. Celulas T helper sao necessarias para montar respostas imu- 
nologicas mediadas tanto por anticorpo quanto por celulas 
T. Por que? 

23.26. Quais sao os papeis de fagocitos e protefnas do comple- 
mento, respectivamente, nas respostas imunologicas de ma¬ 
mfferos? De que modos as atividades de fagocitos e protefnas 
do complemento dependem da produgao de anticorpos? 

23.27. O que sao doengas auto-imunes e qual o motivo desta de- 
nominagao? 

23.28. Se o genoma de um determinado mamffero contem 200 seg¬ 
mentos genicos V h 4 % 1 C x , 150 V h 6 J x -C x , 200 V H , 
^Jh, 100 D e 8 Ch e eles puderem ser unidos em todas as 
combinagoes apropriadas possfveis durante os rearranjos do 
genoma que ocorrem na diferenciagao de linfocitos B, quan- 
tos anticorpos diferentes este mamffero poderia produzir? 

23.29. Proponha um mecanismo pelo qual ocorre uma doenga 
auto-imune tal como diabete juvenil. 
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Genetics do Cancer 



Topicos 

Cancer: Uma Doenca Genetica 
Oncogenes 

Genes Supressores Tumorais 
Vias Geneticas para o Cancer 




Micrografia de luz fluorescente de uma cultura de celulas humanas de tumor cerebral. As 
celulas sao interconectadas por axonios fibrosos e dendritos. 


Um Assassino Comum 

Lawrence Taylor, um professor de biologia em uma grande universidade ame- 
ricana, teve dificuldade em concluir uma de suas palestras. Seus pensamentos 
eram complexos e desfocados, e ele se sentia cansado e desorientado. Apos 
dispensar os estudantes, Lawrence procurou um medico. O diagnostico preli- 
minar foi que o estado mental e as capacidades motoras de Lawrence haviam 
sido prejudicados por um pequeno derrame, resultante de rompimento de 
um pequeno vaso sangufneo no cerebro. Entretanto, o exame posterior reve- 
lou um problema mais grave. O cerebro de Lawrence havia desenvolvido um 
tumor, provavelmente derivado de outro tumor situado em um de seus rins. 
Estas duas massas de tecido canceroso tinham crescido a ponto de come^ar 
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a interferir em fungoes biologicas importantes. Lawrence submeteu-se a ura cirurgia 
para remover o tumor renal e recebeu terapia de radiaqao para destruir o tumor 
cerebral. Infelizmente, o crescimento do tumor cerebral nao pode ser detido. e. 18 
meses apos dar sua ultima aula, Lawrence morreu. 


CANCER: UMA DOEN^A GENETICA 


controlam a divisao celular. Pesquisadores estabeleceram 
firmemente que esta perda de controle se deve a defeitos 
geneticos subjacentes. 


Mutagoes em genes que controlam o crescimento e a 
divisao celular sao responsaveis pelo cancer. 


As Muitas Formas de Cancer 


Tumores cancerosos matam centenas de milhares de 
americanos a cada ano. () que causa a formagao de tumores e 
o que faz com que alguns deles disseminem? Por que alguns 
tipos de tumores tendem a ser encontrados em familias? A 
tendencia em desenvolver o cancer e hereditaria? Fatores 
ambientais contribuem para o desenvolvimento do cancer? 
Nos ultimos anos, estas e outras perguntas estimularam uma 
enorme quantidade de pesquisas sobre a biologia basica do 
cancer. Embora muitos detalhes ainda nao estejam claros, 
o achado fundamental e que canceres resultam de disfun- 
goes geneticas. Em alguns casos, essas disfungoes podem ser 
ativadas ou exacerbadas por fatores ambientais tais como 


O cancer nao e uma doenga unica, mas, em vez disso, um 
grupo de doengas. Os canceres podem originar-se em mui¬ 
tos tecidos diferentes do corpo. Alguns crescem agressiva- 
mente; outros, mais lentamente. Alguns tipos de cancer po¬ 
dem ser detidos por tratamento medico apropriado; outros, 
nao. A Fig. 24.1 mostra as ffeqiiencias de novos casos de 
tipos diferentes de cancer nos EUA, bem como o numero 
de fatalidades atribufdas a cada tipo. O tipo mais comum de 
cancer envolve a glandula prostatica em homens. O cancer 
de mama em mulheres e o cancer de pulmao em ambos os 
sexos tambem sao comuns. Em alguns casos, uma predispo- 


dieta, exposigao excessiva ao sol ou poluentes quimicos. Os s *^ ao a desenvolver cancer e herdada. Entretanto, a maioiia 

canceres surgem quando genes criticos sao mutados. Essas d05 casos de cancer decorre do acdmul ° de mutagoes espon- 

mutagoes podem causar mau funcionamento de processos taneas nos tecidos somaticos. 

bioquimicos e resultar em uma proliferagao desregulada de dpos mais prevalentes de cancer sao derivados de po- 

celulas. Sem regulagao, as celulas cancerosas dividem-se in- pulagoes de celulas que se dividem ativamente - por exemplo, 

cessantemente, acumulando-se umas sobre as outras para celulas epiteliais nos intestinos, nos pulmoes ou na glandula 

formar tumores. Quando celulas se destacam de um minor prostatica. As formas mais raras de cancer desenvolvem-se de 

e invadem os tecidos vizinhos, o tumor e maligno. Quando populagoes celulares que tipicamente nao se dividem - por 

as celulas nao invadem os tecidos vizinhos, o tumor e be- exemplo, celulas diferenciadas musculares ou nervosas. 

nigno. Tumores malignos podem disseminar-se para outros Embora a taxa de morte por cancer ainda seja alta, foi 
locais no corpo, formando mmores secundarios. Este pro- feito um enorme progresso para detectar e tratar tipos dife- 

cesso e denominado metastase, das palavras em grego que rentes de cancer. As tecnicas de genedca molecular capaci- 

significam “estado alterado”. Tanto em mmores benignos taram cientistas a caracterizar canceres de modos que antes 

quanto em malignos, algo deu errado com os sistemas que nao eram possiveis e lhes permitiram criar novas estrategias 
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Fig. 24.1 ■ Numero 
estimado de novos casos e 
mortes de tipos especfficos de 
cancer nos EUA em 1997. 
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para terapia do cancer. Ha poucas duvidas de que um grande 
mvestimento em pesquisa basica do cancer esta sendo com- 
pensador. 

Celulas cancerosas podem ser obtidas para estudos expe¬ 
rimental removendo-se tecido de um tumor e o dissociando 
em suas celulas constituintes. Com nutrientes apropriados, 
tais celulas tumorais dissociadas podem ser cultivadas in vi¬ 
tro, as vezes indefinidamente. Celulas cancerosas tambem 
podem ser derivadas de culturas de celulas normais tratando- 
se as celulas com agentes que induzem o estado canceroso. 
Radiagao, substancias qufmicas mutagenicas e alguns tipos 
de virus podem transformar irreversivelmente celulas nor¬ 
mais em celulas cancerosas. Os agentes que causam este tipo 
de transformagao sao chamados de carcinogenos. 

A caracterfstica marcante de todas as celulas cancerosas e 
que seu crescimento e desregulado. Quando celulas normais 
sao cultivadas in vitro , elas formam uma unica camada - uma 
monocamada - na superficie do meio de cultura. Celulas 
cancerosas, em contraste, crescem umas por cima das outras, 
acumulando-se na superficie do meio de cultura para formar 
massas. Esse acumulo desregulado ocorre porque celulas 
cancerosas nao respondem aos sinais qufmicos que inibem 
a divisao celular e porque nao podem formar associagoes 
estaveis com suas vizinhas. 

As anomalias extemas que sao aparentes em uma cultura 
de celulas cancerosas estao correlacionadas com profundas 
anomalias intracelulares. Celulas cancerosas em geral tern 
um citoesqueleto desorganizado; elas podem sintetizar pro¬ 
tefnas incomuns e apresenta-las em suas superficies e ffe- 
quentemente tern numeros cromossomicos anormais, isto e, 
elas sao aneuploides. 

Cancer e o Ciclo Celular 

O ciclo celular consiste em perfodos de crescimento, sintese 
de DNA e divisao. O tamanho desse ciclo e a duragao de 
cada um de seus componentes sao controlados por sinais 
qufmicos externos e intemos. A transigao de cada fase do 
ciclo requer a integragao de sinais qufmicos especfficos e 
respostas precisas a estes sinais. Se os sinais forem incor- 
retamente percebidos ou se a celula nao estiver apropria- 
damente preparada para responder, a celula pode tornar-se 
cancerosa. 

A visao atual do controle do ciclo celular e que transigoes 
entre fases diferentes do ciclo (Gi, S, G 2 e M; veja Cap. 2 ) 
sao reguladas em “pontos de verificagao ou controle” ( check¬ 
points ). Um ponto de verificagao e um mecanismo que para 
a progressao pelo ciclo ate que um processo crftico tal como 
a sintese de DNA esteja complete ou ate que o DNA danifi- 
cado seja reparado. A maquinaria molecular que opera cada 
ponto de verificagao e complexa. Entretanto, sao conhecidos 
dois tipos de protefnas que tern papeis especialmente crfti- 
cos. as ciclinas e as cinases dependentes de ciclina , geral men te 
abreviadas como CDK. Os complexos formados entre as ci¬ 
clinas e as CDK fazem com que o ciclo celular progrida. 


As CDK sao componentes cataliticamente ativos do me¬ 
canismo de ciclo celular. Tais protefnas regulam as atividades 
de outras protefnas transferindo grupos fosfato para elas. 
Entretanto, a atividade de fosforilagao das CDK depende 
da presenga de ciclinas. As ciclinas capacitam as CDK a de- 
sempenhar a sua fungao formando complexos ciclina/CDK. 
Quando as ciclinas estao ausentes, estes complexos nao po¬ 
dem ser formados, e as CDK sao inativas. O ciclo celular 
requer, portanto, a formagao e a degradagao alternadas de 
complexos ciclina/CDK. 

Um dos mais importantes pontos de verificagao do ciclo 
celular, chamado START , esta no meio de G\ (Fig. 24.2). 
A celula recebe tanto sinais externos quanto internos neste 
ponto de verificagao para determinar quando e apropriado 
passar para a fase S. Esse ponto de verificagao e regulado 
por ciclinas tipo D em conjunto com CDK 4 . Se uma ce¬ 
lula e ativada a ir alem do ponto de verificagao START pelo 
complexo ciclina D/CDK 4 , ela entra em outra rodada de 
replicagao do DNA. Protefnas inibitorias com a capacidade 
de perceber problemas na fase tardia de G\, tais como baixos 
nfveis de nutrientes ou dano ao DNA, podem colocar um 
ffeio no complexo ciclina/CDK e impedir que a celula entre 
na fase S. Na ausencia de tais problemas, o complexo ciclina 
ativa a celula para ir do final da fase Gj para a fase 
S, iniciando assim a replicagao do DNA que e um preludio 
da divisao celular. 

Em celulas tumorais, os pontos de verificagao do ciclo 
celular estao tipicamente desregulados. Essa desregulagao 
se deve a defeitos geneticos na maquinaria que alternada- 
mente aumenta e diminui a abundancia dos complexos ci¬ 
clina/CDK. Por exemplo, os genes que codificam as ciclinas 
ou as CDK podem estar mutados, ou os genes que codificam 
as protefnas que respondem a complexos especfficos ciclina/ 
CDK ou que regulam a abundancia destes complexos podem 
estar mutados. Muitos tipos diferentes de defeitos geneticos 
podem desregular o ciclo celular, com a conseqiiencia final 
de que as celulas podem tornar-se cancerosas. 


Ponto de verificacao START 



Fig. 24.2 ■ Uma visao esquematica do ponto de verificagao START 
no ciclo celular de mamiferos. A passagem pelo ponto de verificagao 
depende da atividade do complexo proteico ciclina D/CDK4. 
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Celulas em que o ponto de verificagao START e disfun- 
cional sao especialmente propensas a tornar-se cancerosas. 
O ponto de verificagao START controla a entrada na fase S 
do ciclo celular. Se o DNA dentro de uma celula foi dani¬ 
ficado, e importante que a entrada na fase S seja retardada 
para permitir reparo do DNA danificado. De outro modo, 
o DNA danificado sera replicado e transmitido para todas 
as descendentes da celula. Celulas normais sao programadas 
para fazer uma pausa no ponto de verificagao START para 
garantir que o reparo seja completado antes que comece a 
replica(pio do DNA. Em contraste, celulas em que o ponto 
de verificagao START e disfuncional movem-se para a fase S 
sem reparar seu DNA danificado. Durante uma serie de ci- 
clos celulares, mutagoes que resultam da replicagao de DNA 
nao reparado podem acumular-se e causar mais desregulagao 
do ciclo celular. Um clone de celulas com um ponto de veri¬ 
ficagao START disfuncional pode, portanto, tornar-se agres- 
sivamente canceroso. 

Cancer e Morte Celular Programada 

Todo cancer envolve o acumulo de celulas indesejadas. 
Em muitos animais, celulas superfluas podem ser descar- 
tadas por mecanismos que sao programados pelas proprias 
celulas. Essa morte celular programada foi originalmente 
descoberta em estudos com o nematodeo Caenorhabditis ele- 
gans. Este pequeno nematelminto perde algumas das celulas 
que se acumulam durante os cerca de 10 ciclos de divisao 
que ocorrem no periodo de seu desenvolvimento a partir 
de um zigoto. Analises geneticas de Robert Horvitz e seus 
colaboradores demonstrou que a perda destas celulas nao 
ocorre em algumas linhagens mutantes de C. elegans. Assim, 
a morte celular e parte do programa normal de desenvolvi¬ 
mento neste animal - e em outros tambem. Sabemos, por 
exemplo, que, durante o desenvolvimento das maos e dos 
pes de muitos vertebrados, as celulas que ficam entre os de- 
dos em desenvolvimento devem morrer. Caso contrario, os 
dedos continuarao fundidos. A morte celular programada e, 
portanto, um fenomeno fundamental e amplo entre animais. 
Sem ela, a formagao e o funcionamento dos orgaos seriam 
prejudicados por celulas que simplesmente “ficaram no ca- 
minho”. 

A morte celular programada tambem e importante para 
evitar a ocorrencia de canceres. Se uma celula com capa- 
cidade anormal de se replicar e morta, ela nao pode multi- 
plicar-se para formar um tumor potencialmente perigoso. 
Assim, a morte celular programada e uma verificagao impor¬ 
tante contra celulas renegadas que de outro modo poderiam 
proliferar descontroladamente em um organismo. 

A morte celular programada e chamada apoptose, das 
raizes gregas que significant “desprendendo-se”. Os eventos 
que ativam a morte celular sao apenas parcialmente conheci- 
dos; investigaremos alguns deles mais adiante neste capitulo. 
Entretanto, os eventos de morte sao conhecidos em algum 
detalhe. Uma familia de enzimas proteoliticas chamadas cas- 


pases desempenha um papel crucial no fenomeno de morte 
celular. As caspases removem pequenas partes de outras pro- 
teinas cortando ligagoes peptidicas. Por meio deste aparo 
enzimatico, as proteinas alvos sao inativadas. As caspases 
atacam muitos tipos diferentes de proteinas, incluindo as la- 
minas, que constituem o revestimento interno do envoltorio 
nuclear, e varios componentes do citoesqueleto. O impacto 
coletivo dessa clivagem proteolitica e que celulas nas quais 
ela ocorre perdem sua integridade; sua cromatina torna-se 
ffagmentada, formam-se bolhas de citoplasma em sua super- 
ficie e elas comegam a encolher. Celulas que sofrem este tipo 
de desintegragao geralmente sao englobadas por fagocitos, 
que sao celulas removedoras do sistema imunologico, e sao 
entao destruidas. Se o mecanismo apoptotico foi prejudicado 
ou inativado, uma celula que de outro modo seria morta 
pode sobreviver e proliferar. Tal celula tern o potencial de 
formar um clone que pode tornar-se canceroso se obtiver a 
capacidade de se dividir descontroladamente. 

Uma Base Genetica para o Cancer 

Os grandes avangos recentes na compreensao do cancer fo- 
ram proporcionados pela aplicagao de tecnicas de genetica 
molecular. Entretanto, antes destas tecnicas estarem dispo- 
niveis para pesquisadores, houve forte evidencia de que as 
causas subjacentes do cancer sao geneticas. Primeiro, sabia- 
se que o estado canceroso e herdado clonalmente. Quando 
celulas cancerosas sao mantidas em cultura, suas descenden¬ 
tes sao todas cancerosas. A condigao cancerosa e portanto 
transmitida de cada celula para suas filhas na epoca da divi¬ 
sao, um fenomeno revelador de que o cancer tern uma base 
genetica. Segundo, sabia-se que alguns tipos de virus podem 
induzir a formagao de tumores em animais experimentais. 
A indugao de cancer por virus significa que as proteinas co- 
dificadas por genes virais estao envolvidas na produgao do 
estado canceroso. Terceiro, sabe-se que o cancer pode ser 
induzido por agentes capazes de causar mutagoes. Foi de- 
monstrado que substancias mutagenicas e radiagao ionizante 
induzem tumores em animais experimentais. Alem disso, 
um grande volume de dados epidemiologicos implicou es- 
tes agentes como causadores de cancer em seres humanos. 
Quarto, ja era estabelecido que alguns tipos de cancer ten- 
dem a ocorrer em fanulias. Em particular, a suscetibilidade 
a retinoblastoma, um cancer raro de olho, e a predisposigao 
a algumas formas de cancer de colon parecem ser herdadas 
como condigoes dominantes simples, embora com pene- 
trancia incompleta e expressividade variavel. Como a susce¬ 
tibilidade a estes tipos especiais de cancer e herdada, parece 
plausfvel que todos os canceres possam estar baseados em 
defeitos geneticos, sejam mutagoes herdadas ou mutagoes 
adquiridas somaticamente durante o tempo de vida de uma 
pessoa. Finalmente, ja sabiamos que alguns tipos de can¬ 
ceres de leucocitos (leucemias e linfomas) estao associados 
a determinadas anomalias cromossomicas. Coletivamente, 
essas diversas observagoes sugerem fortemente que o cancer 
e causado por anomalias geneticas. 
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Nos anos 1980, quando tecnicas de genetica molecular fo- 
ram primeiro usadas para estudar celulas cancerosas, pesquisa- 
dores descobriram que o estado canceroso e, de fato, associavel 
a defeitos geneticos especificos. Tipicamente, entretanto, nao 
apenas um mas varios desses defeitos sao necessarios para con¬ 
verter urna cel ula normal em uma celula cancerosa. Pesquisa- 
dores de cancer identificaram duas grandes classes de genes 
que, quando mutadas, podem contribuir para o desenvolvi- 
mento de um estado canceroso. Em uma dessas classes, genes 
mutantes promovem ativamente a divisao celular; na outra 
classe, genes mutantes nao reprimem a divisao celular. Os ge¬ 
nes na primeira classe sao chamados oncogenes, da raiz grega 
que significa “tumor”. Os genes na segunda classe sao chama¬ 
dos de genes supressores tumorais. Nas segoes seguintes, 
discutiremos a descoberta, as caracteristicas e o significa do de 
cada uma destas classes de genes relacionados ao cancer. 

■■ PONTOSIMPORTANTES 

■ O cancer e um grupo de doengas em que o ciclo celular de 
crescimento e divisao esta desregulado. 

■ Canceres podem desenvolver-se caso o mecanismo de morte 
celular programada (apoptose) esteja prejudicado. 

■ Canceres sao oriundos da ocorrencia de mutagdes em genes 
cujos produtos proteicos estao envolvidos no controle do 
ciclo celular. 


ONCOGENES 


Muitos canceres envolvem a hiperexpressao de 
determinados genes ou a atividade anormal de seus 
produtos proteicos mutantes. 



Os oncogenes constituent um grupo 
diverso de genes cujos produtos tern 
papeis importantes na regulagao de ati- 
vidades bioquimicas dentro das celulas, 
incluindo aquelas atividades relaciona- 
das a divisao celular. Esses genes foram primeiro descobertos 
nos genomas de virus com RNA que sao capazes de induzir 
tumores em vertebrados hospedeiros. Alais tarde, as contra- 
partes celulares desses oncogenes virais foram descobertas 
em muitos organismos diferentes, variando de Drosophila a 
seres humanos. 


Retrovirus Indutores de Tumor e Oncogenes Virais 

Insights fundamental sobre a base genetica do cancer resul- 
taram do estudo de virus indutores de tumor. Muitos desses 
virus tern um genoma composto de RNA em lugar de DNA. 
Apos entrar em uma celula, o RNA viral e usado como molde 
para sintetizar DNA complementar, que entao e inserido 
em uma ou mais posigoes nos cromossomos das celulas. A 
sintese de DNA a partir de RNA e catalisada pela enzima 


viral transcriptase reversa. Essa reversao do fluxo normal da 
informagao genetica do DNA para o RNA motivou biologos 
a chamar tais patogenos de retrovirus (veja Cap. 18). 

O primeiro virus indutor de tumor foi descoberto em 
1910 por Peyton Rous. Ele causa um tipo especial de tumor, 
ou sarcoma, no tecido conjuntivo de galinhas e foi entao 
chamado de virus do sarcoma de Rous. Pesquisas moder- 
nas mostraram que o genoma de RNA deste retrovirus con¬ 
tent quatro genes: gag , que codifica a proteina do capsidio 
do virion; pol , que codifica a transcriptase reversa; env, que 
codifica uma proteina do envoltorio viral; e v-src, que co¬ 
difica uma cinase proteica (proteina cinase) que se insere 
nas membranas plasmaticas das celulas infectadas. A carac- 
teristica distintiva de uma cinase e que ela pode fosforilar 
outras proteinas. Destes quatro genes, apenas o gene v-src 
e responsavel pela capacidade do virus de formar tumores. 
Um virus em que o gene v-src foi deletado e infeccioso mas 
incapaz de induzir tumores. Genes tais como o v-src que 
causam cancer sao denominados oncogenes. 

Estudos com outros retrovirus indutores de tumor des¬ 
cobriram pelo menos 20 oncogenes virais diferentes, em 
geral incidados como v-onc (Quadro 24.1). Alguns deles es¬ 
tao relacionados a genes celulares que codificam fatores de 
crescimento. Por exemplo, v-sis, um oncogene do virus do 
sarcoma simio, codifica uma versao do fator de crescimento 
derivado de plaquetas (PDGF). PDGF normalmente e pro- 
duzido por plaquetas para promover cicatrizagao de feridas, 
o que ocorre por estimulagao do crescimento de celulas no 
local da ferida. O virus do sarcoma de simios que leva o gene 
v-sis induz tumores em macacos. Eles tambem transformam 
celulas cultivadas para um estado canceroso, supostamente 
produzindo grandes quantidades da versao v-sis de PDGF, 
que entao causa crescimento celular descontrolado. 

Outros oncogenes virais codificam proteinas que sao si- 
milares a fatores de crescimento e receptores hormonais. Por 
exemplo, o gene v-erbB do virus de eritroblastose aviaria codi¬ 
fica uma proteina muito similar ao receptor celular do fator de 
crescimento epidermico (EGF) e o gene v-fins do virus do sar¬ 
coma felino codifica uma proteina muito similar ao receptor 
do fator de crescimento celular CSF-1 (fator 1 estimulante de 
colonia). Ambos estes receptores de fatores de crescimento sao 
proteinas transmembranares com um dominio de ligagao ao 
fator de crescimento do lado externo da celula e um dominio 
de cinase proteica no lado interno. Este dominio no interior 
permite que a proteina fosforile alguns aminoacidos, geral- 
mente tirosina, em outras proteinas que interagem com ela. 

Muitos oncogenes virais, incluindo v-src, codificam tiro- 
sina-cinases nao inseridas na membrana plasmatica. Em vez 
disso, tais proteinas estao situadas na face interna da mem¬ 
brana plasmatica, onde efetuam sua fungao de fosforilagao. 
Os varios oncogenes v-ras codificam proteinas que ligam 
GTP, como as proteinas G celulares, que tern um papel im- 
portante na regulagao do nivel de AMP ciclico. 

Outro grupo de oncogenes virais codifica proteinas que 
aparentemente funcionam como fatores de transcrigao. Eles 
incluem os genes v-jnn, v-fos , v-erbA e v-myc , cada um levado 
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por um retrovirus diferente. Essas proteinas sao homoloeas 
a proteinas celulares que se ligam ao DNA e regulam trans¬ 
crigao. 

Cada ripo de oncogene viral parece, portanto, codificar 
uma proteina que pode teoricamente desempenhar um papel 
em regular a expressao de genes celulares, incluindo aque- 
les envolvidos no processo de crescimento e divisao. Algu- 
mas dessas proteinas podem agir como sinais para estimular 
alguns tipos de auvidade celular; outras podem agir como 
1 eceptores para captar esses sinais ou como agentes intra- 
celulares para leva-las da membrana celular para o nucleo. 

ma outra categoria de proteinas oncogenicas virais pode 
agir como fatores de transcri ? ao para estimular expressao 


Homologos Celulares de Oncogenes Virais: 

Os Protoncogenes 

As proteinas codificadas por oncogenes virais sao similares 
a proteinas celulares com importantes funcoes reguladoras. 
Mmtas dessas proteinas celulares foram identificadas me- 
diante isolamento do homologo celular do oncogene viral 
I or exemplo, o homologo celular do gene v-src foi obtido 


mando-se uma biblioteca de DNA genomico feita de celulas 
de galinha nao infectadas. Para essa triagem, o gene v-src foi 
usado como uma sonda de hibridiza 9 ao para detectar clones 
de DNA recombmante que poderiam fazer pares de bases 
com ela. A analise desses clones estabeleceu que celulas de 
galinha content um gene que e similar ao v-src, isto e rela- 
cionado a ele no sentido evolutivo. Entretanto, este gene 
nao esta associado a um provfrus integrado de sarcoma, e ele 
ditere do gene v-src em um aspecto muito importante- ele 
contem mtrons (Fig. 24.3). Existem, de fato, 11 mtrons no 
homologo de galinha do v-src, comparados a zero no proprio 
gene v-src. Esta lncnvel descoberta sugeriu que talvez v-src 
evoluiu de um gene celular normal e que, concomitante- 
mente, perdeu seus introns. 

Os homologos celulares dos oncogenes virais sao chama- 
dos de protoncogenes ou, as vezes, oncogenes celulares 
normals, indicados por c-onc. O homologo celular de v-src 
e portanto c-src. As seqiiencias codificantes destes dois genes 
sao muito similares, diferindo apenas em 18 nucleotideos- 
v-src codifica uma proteina com 526 aminoacidos e co- 
cihca uma proteina com 533 aminoacidos. Usando genes 
v-onc como sondas, outros genes c-onc foram isolados de mui- 
tos orgamsmos diferentes, incluindo seres humanos. Como 
i egra, esses oncogenes celulares mostram uma consideravel 
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(b) Comparacao da estrutura dos genes v-src e c-src. 


Fig. 24.3 ■ Estruturas dos genes v-src e c-src. (a) Diagrama do heteroduplice de DNA previsto formado por hibridizagao de um filamento 
do gene c-src (em cima) e um filamento parcialmente complementar do gene v-src (embaixo). Os fntrons (numerados de 1 a 11) formam algas 
unifilamentares. ( b ) Comparacao esquematica destes dois genes, com exons mostrados em preto. O sistema coordenado para exons no gene 
c-src e baseado no primeiro nucleotfdeo na sequencia codificante (posigao 1). O primeiro exon (posigao -101 a -10) esta no Uder 5’ do gene. 


conservagao em estrutura. Drosophila , por exemplo, possuem 
homologos muito similares dos oncogenes celulares de ver- 
tebrados c-abl, c-e?'bB , c-fps, c-raf, c-ras e c-myb. A similaridade 
de oncogenes de especies diferentes sugere fortemente que 
as protefnas que eles codificam estao envolvidas em impor- 
tantes fungoes celulares. 

Por que c-oncs tern fntrons ao passo que v-oncs nao? A 
resposta mais plausfvel e que v-oncs foram derivados de 
c-oncs pela insergao de um mRNA de c-onc totalmente proces- 
sado no genoma de um retrovirus. Um virion que contenha 
tal molecula recombinante seria capaz de transduzir o gene 
c-onc sempre que infectar outra celula. Durante infecgao, o 
RNA recombinante seria reversamente transcrito em DNA 
e entao integrado aos cromossomos da celula. O que poderia 
ser de maior valor para um virus do que ter um novo gene 
que estimula crescimento aumentado de seu hospedeiro, 
enquanto seu genoma integrado se replica junto com o da 
celula? 

Em muitos casos, a aquisigao de um oncogene por um 
retrovirus foi acompanhada da perda de algum material ge- 
netico viral. Como esse material perdido e necessario para 
replicagao viral, tais virus oncogenicos sao capazes de se re- 
produzir apenas se um virus auxiliar estiver presente. Quanto 
a isto, eles se assemelham aos bacteriofagos transdutores que 
discutimos no Cap. 8. 


Por que v-oncs induzem tumores, enquanto c-oncs nor¬ 
mals nao? Em alguns casos, parece que o oncogene viral 
produz muito mais protefna do que sua contraparte celular, 
talvez porque ele tenha sido transcricionalmente ativado por 
acentuadores inseridos no genoma viral. Em celulas tumo- 
rais de galinha, por exemplo, o gene v-src produz 100 vezes 
mais tirosina-cinase do que o gene c-src. Este enorme ex- 
cesso de cinase evidentemente perturba os delicados meca- 
nismos de sinalizagao que controlam a divisao celular, cau- 
sando crescimento desregulado. Outros genes v-onc podem 
induzir tumores expressando suas protefnas em momentos 
improprios ou expressando formas alteradas, isto e mutadas, 
destas protefnas. 

Oncogenes Celulares Mutantes e Cancer 

Os produtos dos c-oncs exercem papeis centrais em regular 
atividades celulares. Conseqiientemente, uma mutagao em 
um desses genes pode comprometer o equilfbrio bioqufmico 
dentro de uma celula e coloca-la em uma via para tornar-se 
cancerosa. Estudos de muitos tipos diferentes de cancer hu- 
mano demonstraram que oncogenes celulares mutantes es¬ 
tao associados ao desenvolvimento de um estado canceroso. 

A primeira evidencia que associa cancer a um c-onc mu- 
tan te resultou do estudo de um cancer humano de bexiga. 
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Fig. 24.4 ■ O teste de transfecgao para identificar sequencias de 
DNA capazes de transformar celulas normal's em celulas cancerosas. 


A mutagao responsavel por esse cancer de bexiga foi isolada 
por Robert Weinberg e colaboradores que usaram um teste 
de transfecgao (Fig. 24.4). O DNA foi extrafdo de um tecido 
canceroso e fragmentado em pequenos pedagos. Entao, cada 
um desses pedagos foi unido a um segmento de DNA bacte- 
riano, que serviu como marcador molecular. Os ffagmentos 
de DNA marcados foram entrao introduzidos, ou transfec- 
tados, para celulas mantidas em cultura para determinar se 
algumas delas podiam transformar as celulas em um estado 
canceroso. Esse estado pode ser reconhecido pela tendencia 
das celulas cancerosas em formar pequenos grupos, ou focos, 
quando cultivadas em placas de agar. O DNA de tais celulas 
foi extrafdo e triado para comprovar se levava o marcador 
molecular que estava ligado aos ffagmentos transfectantes 
originais. Caso sim, esse DNA era testado novamente quanto 
a sua capacidade de induzir o estado canceroso. Apos varios 
testes, a pesquisa de Weinberg identificou um fragmento de 
DNA do cancer de bexiga original que reprodutivamente 


transformou celulas cultivadas em celulas cancerosas. Esse 
fragmento levava um alelo do oncogene c-H-ras , um ho¬ 
mologo de um oncogene na linhagem Harvey do virus do 
sarcoma de rato. A analise da seqiiencia de DNA mostrou 
subseqiientemente que um nucleotfdeo no codon 12 deste 
alelo tinha sido mutado, com substituigao de uma glicina 
por uma valina normalmente encontrada nesta posigao na 
protefna c-H-ras. 

Geneticistas agora tern alguma compreensao de como 
esta mutagao faz com que celulas se tornem cancerosas. 
Ao contrario de oncogenes virais, o gene mutante c-H-ras 
nao sintetiza quantidades anormalmente muito grandes de 
protefna. Em vez disso, a substituigao de glicina por valina 
na posigao 12 prejudica a capacidade da protefna mutante 
c-H-ras de hidrolisar um de seus substratos, guanosina-tri- 
fosfato (GTP). Em virtude desse comprometimento, a pro¬ 
tefna mutante e mantida em um modo de sinalizagao ativa, 
transmitindo informagao que finalmente estimula as celulas 
a se dividir de modo descontrolado (Fig. 24.5). 

Versoes mutantes dos oncogenes c-ras foram encontra- 
das em um grande numero de tumores humanos diferentes, 
incluindo orgaos como pulmoes, colon, glandula mamaria, 
prostata e bexiga, bem como neuroblastomas (canceres de 
celulas nervosas), fibrossarcomas (canceres do tecido con- 
juntivo) e teratocarcinomas (canceres que contem tipos 
diferentes de celulas embrionarias). Em todos os casos, as 
mutagoes envolvem alteragoes de aminoacidos em uma das 
tres posigoes — 12, 59 ou 61. Cada uma dessas alteragoes de 
aminoacidos prejudica a capacidade da protefna Ras mutante 
de sair de seu modo de sinalizagao ativa. Tais tipos de muta¬ 
goes, portanto, estimulam as celulas a crescer e se dividir. 

Nestes tipos de cancer, apenas uma das duas copias do 
gene c-ras foi mutada. O unico alelo mutante e dominante 
em sua capacidade de causar o estado canceroso. Mutagoes 
em c-ras e outros oncogenes celulares que resultam em can¬ 
cer deste modo sao portanto ativadores dominantes de 
crescimento celular descontrolado. 

Mutagoes ativadoras dominantes em oncogenes celulares 
raramente sao herdadas pela linhagem germinativa; em vez 
disso, a maioria delas ocorre espontaneamente na linhagem 
somatica durante o curso de divisoes celulares. Como o nu¬ 
mero de divisoes celulares na vida humana e muito grande, 
mais de 10 6 milhares de mutagoes potencialmente oncoge- 
nicas deverao ocorrer, e, se cada uma funcionar como um 
ativador dominante de crescimento celular descontrolado, o 
desenvolvimento de um tumor seria inevitavel. Entretanto, 
muitas pessoas levam vidas longas sem desenvolver tumores. 
A explicagao deste paradoxo e que cada mutagao oncogenica 
individual e, por si so, raramente capaz de induzir um estado 
canceroso. Em seres humanos, as celulas aparentemente tern 
modos de se ajustar aos efeitos deleterios de um unico on¬ 
cogene mutante. Entretanto, quando varios genes diferen¬ 
tes reguladores do crescimento dentro de uma celula foram 
alterados por mutagoes, a celula nao pode compensar seus 
efeitos individuals, seu crescimento torna-se desregulado e 
sobrevem cancer. Em muitos tumores, pelo menos uma des- 
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sas mutagoes deleterias ocorre em um oncogene celular. As- 
sim, este grupo de genes desempenha um papel importante 
na etiologia do cancer humano. 

Rearranjos Cromossomicos e Cancer 

Alguns tipos de cancer humano estao associados a rearran¬ 
jos ciomossomicos. Por exemplo, leucemia mieloide cronica 
(CML) esta associada a uma anomalia do cromossomo 22. 
Este cromossomo anormal foi originalmente descoberto na 
cidade de Philadelphia e portanto denominado cromossomo 


Philadelphia. Inicialmente, pensou-se que era uma simples 
delegao em sen brago longo. Entretanto, analise subseqiiente 
usando tecnicas moleculares mostrou que o cromossomo 
Philadelphia de fato resulta de uma translocagao reciproca 
entre os cromossomos 9 e 22. (Veja discussao geral sobre 
translocagoes no Cap. 6.) Na translocagao Philadelphia, a 
ponta do brago longo do cromossomo 9 foi unida ao corpo 
do cromossomo 22, e a parte distal do brago longo do cro¬ 
mossomo 22 foi unida ao corpo do cromossomo 9 (Fig. 
24.6). O ponto de quebra da translocagao no cromossomo 
9 e no oncogene c-abl , que codifica uma tirosina-cinase, e o 
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Fig. 24.6 ■ A translocagao redproca envolvida no cromossomo 
Philadelphia associado a leucemia mieloide cronica. 


ponto de quebra no cromossomo 22 e em urn gene chamado 
her. Por meio da translocacao, os genes her e c-abl foram 
fisicamente unidos, criando um gene de fusao cujo produto 
polipeptidico possui a ponta amino da protema ber e a ponta 
carboxi da protema abl. Embora nao seja compreendido exa- 
tamente o motivo, este polipeptfdeo de fusao faz com que 
celulas sangiiineas se tornem cancerosas. O mecanismo pode 
envolver a atividade de tirosina-cinase da protema c-Abl, que 
e rigidamente controlada em celulas normais mas e desregu- 
lada em celulas que produzem o polipeptideo de fusao. De 
fato, a fungao da tirosina-cinase da protema c-Abl foi ativada 
constitutivamente pelo gene de fusao bcr/c-abl. Essa fusao e 
portanto um ativador dominante da tirosina-cinase de c-Abl. 
A desregulagao da tirosina-cinase de c-Abl resulta em fosfo- 
rilagao anormal de outras protemas, incluindo algumas que 
estao envolvidas em controle do ciclo celular. Em seu estado 
fosforilado, tais protemas fazem com que as celulas cresgam 
e se dividam descontroladamente. 

O linfoma de Burkitt e outro exemplo de cancer de leu- 
cocitos associado a translocagoes reclprocas. Essas transloca¬ 
tes invariavelmente envolvem o cromossomo 8 e um dentre 
tres cromossomos (2, 14 e 22) que levam genes codificantes 
dos polipeptfdeos que formam imunoglobulinas (tambem 
conhecidos como anticorpos; veja Cap. 23). Translocagoes 


envolvendo os cromossomos 8 e 14 sao as mais comuns i Fig. 
24.7). Nessas translocagoes, o oncogene c-myc no cromos¬ 
somo 8 e justaposto aos genes das cadeias pesadas de imu¬ 
noglobulinas no cromossomo 14. Esse rearranjo resulta na 
hiperexpressao do oncogene c-myc em celulas que produzem 
cadeias pesadas de imunoglobulina, isto e, linfocitos B, e 
essa hiperexpressao faz com que tais celulas se tornem can¬ 
cerosas. 

M PONTOS IMPORTANTES 

■ Alguns virus levam genes (oncogenes) que podem induzir a for- 
magao de tumores em animais. 

■ Os oncogenes virais sao homologos aos genes celulares (pro- 
toncogenes), que podem induzir tumores quando sao hipe- 
rexpressos ou quando estao mutados para produzir produtos 
proteicos anormalmente ativos. 

■ Mutagoes em protoncogenes promovem ativamente prolifera- 
qao celular. 

■ Alguns canceres estao associados a rearranjos cromossomicos 
que acentuam a expressao de protoncogenes ou que alteram a 
natureza de seus produtos proteicos. 


GENES SUPRESSORES TUMORAIS 

Muitos canceres envolvem a inativaqao de genes cujos 
produtos tern papeis importantes na regulaqao do ciclo 
celular. 

Os alelos normais de genes tais como c-ras e c-myc 
produzem protemas que regulam o ciclo celular. Quando 
tais genes sao hiperexpressos ou quando produzem protef- 
nas que funcionam como ativadores dominantes, a celula e 
predisposta a tornar-se cancerosa. Entretanto, o desenvol- 
vimento total de um estado canceroso geralmente requer 
mutagoes adicionais, e tipicamente essas mutaedes afetam 
genes que normalmente estao envolvidos no controle do 
crescimento celular. Tais mutagoes definem, portanto, uma 
segunda classe de genes relacionados ao cancer, os antion¬ 
cogenes, ou, como sao mais geralmente chamados, genes 
supressores tumorais. 
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Fig. 24.7 ■ Uma translocaqao reciproca 
envolvida no linfoma de Burkitt. Apenas o 
cromossomo translocado (14q+) que leva tanto 
o oncogene c-myc quanto os genes de cadeia 
pesada de imunoglobulina (IgH) e mostrado. 






























726 ■ A BASE GENETICA DO CANCER 


Canceres Herdados e a Hipotese de Knudson 
de Dois Eventos 

Muitos dos genes supressores tumorais foram inicialmente 
descobertos pela analise de canceres raros em que uma pre- 
disposicao para desenvolver o cancer seque um padrao de 
heranca dominante. Essa predisposigao se deve a heterozi- 
gosidade de uma mutagao herdada de perda de fungao no 
gene supressor tumoral. O cancer so se desenvolve se ocor- 
rer uma segunda mutagao nas celulas somaticas e se essa 
mutagao inativar a fungao do alelo tipo selvagem do gene 
supressor tumoral. Assim, o desenvolvimento do cancer re- 
quer duas mutagoes de perda de fungao, isto e, dois “even¬ 
tos” de inativagao, um em cada uma das duas copias do gene 
supressor tumoral. 

Em 1971, Alfred Knudson propos esta explicagao para a 
ocorrencia de retinoblastoma, um raro cancer de olho infantil. 
Na maioria das populagoes humanas, a incidencia de reti¬ 
noblastoma e de cerca de 5 em 100.000 criangas. Analise de 
heredogramas indica que aproximadamente 40% dos casos 
envolvem uma mutagao herdada que predispoe o individuo 
a desenvolver o cancer. Os outros 60% dos casos nao podem 
ser correlacionados a uma mutagao especifica herdada. Esses 
casos nao herdados sao ditos esporddicos. Com base em anali- 
ses estatisticas, Knudson propos que tanto os casos herdados 
quanto os esporadicos de retinoblastoma ocorrem porque as 
duas copias de um determinado gene foram inativadas (Fig. 
24.8). Xos casos herdados, uma das mutagoes inativadoras 
foi transmitida atraves da linhagem germinativa e a outra 
ocorre durante o desenvolvimento dos tecidos somaticos do 
olho. Nos casos esporadicos, ambas as mutagoes inativadoras 
ocorrem durante o desenvolvimento do olho. Assim, em am- 
bos os tipos de retinoblastoma, sao necessarios dois “even¬ 
tos” mutacionais para inativar um gene que normalmente 
funciona para suprimir a formagao de tumor no olho. 

Achados subseqiientes de pesquisa verificaram a exatidao 
da hipotese de dois eventos de Knudson. Primeiro, desco- 


hriu-se que varios casos de retinoblastoma estao associados 
a uma pequena delegao no braco longo do cromossomo 13. 
O gene que normalmente impede retinoblastoma, represen- 
tado por RB , deve portanto estar situado na regiao defmida 
por esta delegao. Mapeamento citogenetico mais refinado 
subseqiientemente colocou o gene RB no locus 13ql4.2. Se- 
gundo, tecnicas de clonagem posicional foram usadas para 
isolar um gene candidato a RB. Uma vez isolado, foram 
determinados a estrutura do gene, a seqiiencia e os padroes 
de expressao. Terceiro, a estrutura do gene candidato foi 
exaininada em celulas obtidas de tecido tumoral ocular. 
Como previsto pela hipotese de Knudson dos dois eventos, 
ambas as copias deste gene estavam inativadas em celulas 
do retinoblastoma. Assim, o gene candidato parece ser o 
autentico gene RB. Finalmente, experimentos de cultura 
celular demonstraram que um cDNA do alelo tipo selva¬ 
gem do gene candidato podia reverter as propriedades can- 
cerosas de celulas tumorais cultivadas. Tais experimentos de 
reversao de cancer provaram sem nenhuma duvida que o 
gene candidato era o autentico gene supressor tumoral RB. 
Foi verificado que o produto proteico deste gene, indicado 
por pRB, e uma protema ubiquamente expressa que interage 
com uma familia de fatores de transcrigao envolvidos na re- 
gulagao do ciclo celular. 

A hipotese de Knudson dos dois eventos foi entao 
aplicada a outros canceres herdados, incluindo tumor de 
Wilms, smdrome Li-Fraumeni, neurofibromatose, doenga 
de von Hippel-Lindau e alguns tipos de cancer de colon 
e de mama (Quadro 24.2). Em cada caso, esta envolvido 
um gene supressor tumoral diferente. Por exemplo, no tu¬ 
mor de Wilms, um cancer do sistema urogenital, o gene 
supressor tumoral relevante e o gene WT1 situado no brago 
curto do cromossomo 11. Na neurofibromatose, uma do¬ 
enga caracterizada por tumores benignos e lesoes de pele, 
e o gene NF1 situado no brago longo do cromossomo 17; e 
na polipose adenomatosa familiar, uma condigao caracteri¬ 
zada pela ocorrencia de varios tumores no colon, e o gene 
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Fig. 24.8 ■ Hipotese de dois eventos de Knudson para explicar a ocorrencia de casos herdados e esporadicos de retinoblastoma. Sao 
necessarias duas mutagoes inativadoras para eliminar a fungao do gene RB. 
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QUADRO 24.2 


Smdromes de Cancer Herdado 


Local Fungao Proteica 

Sindrome Tumor Primario Gene Cromossomico Proposta 


Retinoblastoma familiar 


Sindrome Li-Fraumeni 

Polipose adenomatosa 
familiar (FAP) 

Cancer colorretal nao-polipose 
hereditario (FfNPCC) 

Neurofibromatose tipo 1 
Neurofibromatose tipo 2 

Tumor de Wilms 
Cancer de mama familiar 1 
Cancer de mama familiar 2 
Doenga de von Hippel-Lindau 

Melanoma familiar 
Ataxia-telangiectasia 
Sindrome Bloom 


Retinoblastoma 

Sarcomas, cancer de mama 
Cancer colorretal 
Cancer colorretal 


Neurofibromas 

Neuromas acusticos, 
meningiomas 

Tumor de Wilms 
Cancer de mama 
Cancer de mama 
Cancer renal 

Melanoma 
Linfoma 
Tumores solidos 


RB 

13ql4.3 

TP53 

17pl3.1 

APC 

5q21 

MSH2 

2pl6 

MLH1 

3p21 

PM SI 

2q32 

PMS2 

7p22 

NF1 

17ql 1.2 

NF2 

22ql2.2 


WT1 

1 lpl 3 

BRCA1 

17q21 

BRCA2 

13ql 2 

VHL 

3p25 


pi 6 

9p21 

ATM 

1 lq22 

BLM 

15q26 


Ciclo celular e 

regulagao 

transcricional 

Fa tor de 

transcricao 

Regulagao de 

P-catenina 

Reparo de pareamento 
errado no DNA 

Regulagao de sinalizacao 
mediada por Ras 
Ligagao de proteinas da 
membrana ao 
citoesqueleto 
Repressor transcricional 
Reparo do DNA 
Reparo do DNA 
Regulagao de 
alongamento 
transcricional 
Inibidor de CDK 
Reparo do DNA 
DNA-helicase 


Fonte: Fearon, E. R. 1997. Human cancer syndromes: clues to the origin and nature of cancer. Science 278:1043-1050. 


APC situado no brago longo do cromossomo 5. Como o 
retinoblastoma, estas tres doengas sao raras, e apenas uma 
fragao dos casos observados envolve uma mutagao herdada 
no gene supressor tumoral relevante. Os outros casos sao 
causados ou por duas mutagoes somaticas independentes 
neste gene ou por mutagoes em outros genes supressores 
tumorais ainda nao identificados. 

Papeis Celulares de Proteinas Supressoras Tumorais 

Apenas cerca de 1% de todos os canceres sao hereditarios. 
Entretanto, foram identificadas mais de 20 smdromes dife- 
rentes de cancer herdado, e em quase todas elas o defeito 
subjacente e em um gene supressor tumoral e nao em um 
oncogene. As proteinas codificadas por esses genes supres¬ 
sores tumorais funcionam em uma diversa gama de proces- 
sos celulares, incluindo divisao, diferenciagao, morte celular 
programada e reparo do DNA. Nas segoes seguintes, discu- 
timos algumas das proteinas supressoras tumorais que foram 
intensamente estudadas. 


pRB 

Pesquisas recentes revelaram que a proteina supressora tu¬ 
moral RB tern um papel central na regulagao do ciclo celular. 
Embora o gene RB tenha sido descoberto por sua associagao 
com retinoblastoma, mutagoes neste gene tambem estao as- 
sociadas a outros tipos de cancer, incluindo carcinomas de 
pequenas celulas do pulmao, osteossarcomas e carcinomas 
de bexiga, cervical e da prostata. Alem disso, camundon- 
gos que sao homozigotos para uma mutagao nocaute de RB 
morrem durante o desenvolvimento embrionario. Assim, o 
produto genico RB e essencial para a vida. 

O produto do gene RB e uma proteina nuclear com 
105 quilodaltons que esta envolvida na regulagao do ci¬ 
clo celular. Foram encontrados dois genes homologos a 
RB em genomas de mamiferos, e seus produtos proteicos, 
pi07 e p 130 (cada um denominado por sua massa em qui¬ 
lodaltons), podem tambem ter papeis principals na regu¬ 
lagao do ciclo celular. Nao se sabe se tumores humanos 
tern mutagoes inativadoras em nenhum destes dois genes, 
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e carmine!ongos homozigotos para uma mutagao nocaute 
em qualquer uin deles nao apresentam fenotipos anormais. 
Entretanto, camundongos que sao homozigotos para mu¬ 
tates nocaute em ambos estes genes morrem logo apos o 
nascimento. Assim, os membros pl07 e pi30 da familia RB 
de protefnas juntos estao envolvidos em processos celulares 
importantes. 

Analises moleculares e bioqufmicas elucidaram o papel de 
pRB na regulagao do ciclo celular (Fig. 24.9). No inicio da 
fase Gj do ciclo celular, pRB liga-se as protefnas E2F, uma 
familia de fatores de transcrigao que controla a expressao 
de varios genes cujos produtos movem a celula ao longo de 
seu ciclo. Quando fatores de transcrigao E2F estao ligados 


a pRB, eles nao podem ligar-se a sequencias acentuadoras 
especfficas em seus genes alvos. Conseqiientemente, os fa¬ 
tores do ciclo celular codificados por estes genes nao sao 
produzidos, e a maquinaria para sfntese de DNA e divisao 
celular permanece quiescente. Mais adiante em Gj, pRB 
e fosforilada pela agao de cinases dependentes de ciclina. 
Neste estado alterado, pRB libera os fatores de transcrigao 
E2F ligados a ela. Esses fatores de transcrigao liberados es¬ 
tao entao livres para ativar seus genes alvos, que codificam 
protefnas com a fungao de induzir a celula a progredir para a 
fase S e para a mitose. Apos a mitose, pRB e desfosforilada, 
e cada uma das celulas filhas entra na fase quiescente de um 
novo ciclo celular. 




fj) No inicio de G lt pRB liga-se a 
familia de fatores de transcricao 
E2F. 


Q As protefnas E2F ligadas sao 
incapazes de estimular a 
transcricao de seus genes alvos. 



Complexos ciclina/CDK 
fosforilam pRB. 


O pRB fosforilada libera as protefnas 
E2F ligadas, que ativam seus 
genes alvos. 


^ Protefnas codificadas pelos alvos 
dos fatores de transcricao E2F 
estao envolvidas na progressao do 
ciclo celular. 


S 


M 




^ A celula passa pelo ponto de verificacao 
START para a fase See iniciada 
a replicacao do DNA. 



Ocorre divisao celular. 


Fig. 24.9 ■ Papel de pRB 
na progressao do ciclo 
celular. Por meio de sua 
interagao negativa com 
os fatores de transcrigao 
E2F, pRB para o ciclo 
celular na fase A 
fosforilagao de pRB pelos 
complexos ciclina/CDK 
liberta protefnas E2F para 
ativar seus genes alvos, 
que codificam protefnas 
que sao instrumentais em 
mover a celula alem do 
ponto de verificagao START 
para a fase S. 
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Esta progressao ordenada e ritmica pelo ciclo celular e 
perturbada em celulas cancerosas. Em muitos tipos de can¬ 
cer - nao so no retinoblastoma ambas as copias do gene 
RB forarn inativadas, seja por delegoes ou por mutagoes que 
prejudicam ou abolem a capacidade da protema RB de se 
ligar a fatores de transcrigao E2F. A incapacidade de pRB 
de se ligar a esses fatores de transcrigao os deixa livres para 
ativar seus genes alvos, movimentando assim a maquinaria 
de sintese de DNA e divisao celular. De fato, um dos freios 
naturais do processo de divisao celular foi liberado. Na au- 
sencia desse freio, as celulas tern uma tendencia a mover-se 
rapidamente por seu ciclo. Se outros freios do ciclo celular 
falham, as celulas dividem-se incessantemente para formar 
tumores. 

p53 

A protema supressora tumoral p53, com 53 quilodaltons, foi 
descoberta por seu papel na indugao de canceres por alguns 
virus com DNA. Esta protema e codificada por um gene 
supressor tumoral chamado TPS3. MutagSes herdadas em 
TP53 estao associadas a sindrome Li-Fraumeni, uma condi- 
gao dominante rara na qual pode desenvolver-se um dentre 
varios tipos de cancer. Mutagoes somaticas que inativam am¬ 
bas as copias do gene TPS3 tambem estao associadas a uma 
variedade de canceres. De fato, tais mutagoes sao encontra- 
das na maioria de todos os tumores humanos. Perda de fun- 
gao de p53 e portanto uma etapa chave na carcinogenese. 

A protema p53 e um fa tor de transcrigao com 393 amino- 
acidos que consiste em tres dominios diferentes: um domi- 
nio N-terminal de ativagao de transcrigao (TAD), um donti- 
nio cerne de ligagao central ao DNA (DBD) e um dominio 
C-terminal de homo-oligomerizagao (OD) (Fig. 24.10/). A 
maioria das mutagoes que inativam p53 estao localizadas no 
DBD. Tais mutagoes evidentemente prejudicam ou abolem 
a capacidade de p53 de se ligar a seqiiencias especfficas do 
DNA que estao inseridas em seus genes alvos, impedindo 
assim a ativagao transcricional desses genes. Assim, muta¬ 
goes que alteram DBD sao tipicamente mutagoes recessivas 
de perda de funcao. Outros tipos de mutagoes sao encon- 
tradas na parte OD do polipeptideo. Moleculas de p53 com 
estes tipos de mutagoes dimerizam com polipeptideos p53 
tipo selvagem e impedem que os polipeptideos tipo selva- 
gem funcionem corno ativadores transcricionais. Assim, mu¬ 
tagoes que alteram OD tern um efeito dominante negativo 
sobre a fungao de p53. 

A protema p53 tem um papel central nas respostas ee- 
lulares a estresse (Fig. 24.10//). Em celulas normais, o nf- 
vel de p53 e baixo, mas, quando as celulas sao tratadas com 
um agente que danifica o DNA, tal como radiagao, o nivel 
de p53 aumenta acenmadamente. Esta resposta a dano no 
DNA e mediada por uma via que diminui a degradagao de 
p53. Em resposta a dano no DNA, p53 e fosforilada, con- 
vertendo-se em tuna forma estavel e ativa. Uma vez ativada, 
p53 estimula a transcrigao de genes cujos produtos detem o 


ciclo celular, permitindo assim que o DNA danificado seja 
reparado, ou ativa outro conjunto de genes cujos produtos 
no final causam a morte da celula danificada. 

Um fator proeminente na resposta que interrompe o ci¬ 
clo celular e p21, uma proteins codificada por um gene que 
e ativado pelo fator de transcrigao p53. A protema p21 e 
um inibidor dos complexos proteicos ciclina/CDK. Quando 
p21 e sintetizada em resposta a estresse celular, os comple¬ 
xos ciclina/CDK sao inativados e o ciclo celular e detido. 
Durante essa interrupgao, o DNA danificado da celula pode 
ser reparado. Assim, p53 e responsavel por ativar um freio 
no ciclo celular, e esse freio permite que a celula mantenha 
sua integridade genetica. Celulas que nao possuem p53 fun- 
cional tem dificuldade em aplicar esse freio. Se tais celulas 
progridem para as divisoes subseqiientes, mutagoes adicio- 
nais que as aumentam podem acumular-se. Inativagao muta- 
cional de p53 e, portanto, geralmente uma etapa importante 
na via para o cancer. 

A protema p5a tambem pode mediae outra resposta a es¬ 
tresse celular. Em vez de orquestrar esforgos para reparar 
danos dentro de uma celula, a p53 pode disparar uma res¬ 
posta suicida em que a celula danificada e programada para 
destruigao. O modo pelo qual a p53 programa morte celular 
nao e bem compreendido. Um mecanismo parece envolver 
o produto proteico do gene BAX. A protema BAX e um 
antagonista de outra protema chamada BCL-2, que normal- 
mente suprime a via apoptotica, ou morte celular. Quando 
o gene BAX e ativado por p53, seu produto proteico libera a 
proteina BCL-2 de seu modo supressor. Essa liberagao en- 
tao abre a via apoptotica, e a celula continua em sua propria 
destruigao. 

Curiosamente, a proteina p53 nao parece exercer um pa¬ 
pel significativo na morte celular programada que ocorre 
durante embriogenese. Camundongos que sao homozigotos 
para mutagoes nocaute no TP53 desenvolvem-se normal- 
tnente, embora tenham tendencia a desenvolver tumores a 
medida que envelhecem. Assim, a despeito de seu papel cen¬ 
tral em regular respostas celulares a estresse, a p53 nao pa¬ 
rece influenciar o curso do desenvolvimento embrionario. 

pAPC 

A proteina pAPC, com 310 quilodaltons, foi descoberta atra- 
ves do estudo de polipose adenontatosa do colon , uma condigao 
herdada que geralmente resulta em um cancer colorretal. 
Esta grande protema, com 2.843 aminoacidos (Fig. 24.1 U), 
desempenha um papel importante na regulagao da renovagao 
de celulas no revestimento, ou epitelio, do intestino grosso. 
Embora os mecanismos que regulam este processo nao sejant 
totalmente compreendidos, informagoes atuais sugerem que 
pAPC controla a proliferagao e a diferenciagao de celulas no 
epitelio do intestino. Quando a fungao de pAPC e perdida, 
as celulas que geram as projegoes digitiformes do epitelio 
intestinal permanecem em um estado indiferenciado. A me¬ 
dida que tais celulas continuant a se dividir, elas produzem 
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Mutacoes negativas 
dominantes 


TAD 


DBD 

□ 

0D 



U3 290 330 360 393 


Mutacoes recessivas 
de perda de funcao 


Dano no DNA induz aumento 
na abundancia de p53. 


f 

p53 


Via de Parada do Ciclo Celular 

O Agindo como fator de transcricao, 
p53 induz a sintese de p21. 




P21 


BAX 


,\A/> 

Q 


A proteina p21 inibe as 
atividades de fosforilacao de CDK. 


CDKs 


%f A proteina pRB permanece 
em um estado hipofosforilado. 

,\A fi 

O hipofosforilada inibe 
fatores de transcricao E2F. 


pRB 



pRB 

hiperfosforilada 


E2F 


9 Proteinas E2F nao estao 
disponiveis para induzir a 
transcricao de seus genes alvos. 


w 

I# As proteinas codificadas pelos 
alvos dos fatores de transcricao 
E2F nao sao produzidas, e o ciclo 
celular e parado. 



Genes 

alvos 

I 

Produtos 

proteicos 


BCL-2 




Via 

apoptotica 


Morte celular 


Via Apoptotica 


9 Agindo como fator de 
transcricao, p53 induz a 
sintese da proteina BAX. 

aA/> 

A proteina BAX antagoniza 
a proteina BCL-2, um repressor 
da via apoptotica. 


Na ausencia de repressor, a 
via apoptotica e ativada e a 
celula e destruida. 


(b) 


Parada do ciclo celular 


F'g. 24.10 ■ (a) Dominios principals dentro de p53. TAD = dominio de ativa^ao de transcricao; DBD = dominio de ligapao ao DNA; OD = 
domimo de oligomeriza<;ao. Os numeros referem-se a poshes de aminoacidos no polipeptideo. (b) Papel de p53 na resposta celular a dano 
no DNA. Foram identificadas duas vias de respostas. Dentro de cada via, a ponta da seta indica uma influencia positiva ou uma mudanca 
direcional (p ex., uma proteina e sintetizada ou fosforilada, uma proteina catalisa uma rea ? ao ou um gene e expresso) e uma seta romba 
ca uma in uencia negativa (p. ex., repressao de sintese de proteinas ou atividade da proteina ou repressao de uma via). Uma barra por 
cima de uma seta indica que a influencia, positiva ou negativa, esta bloqueada. 
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Dommios I e II de 
ligacao de p-catenina 
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Domi'nio de 
oligomerizacao 

(b) 


Dominio 

basico 



Celula jovem - 
sinal extracelular 

v . 

\ 

Membrana 

plasmatica 


Celula madura - 
sem sinal 
extracelular 



p-catenina e sintetizada 
em resposta a uma 
via de sinalizacao. 



p-catenina forma um complexo 
com fatores de transcricao 
LEF ou TCF no citoplasma. 



© 

pAPC 


p-catenina forma um complexo 
com pAPC no citoplasma. 


O 


0 complexo p-catenina/fator 
de transcricao migra para 
o nucleo para ativar a 
expressao de genes cujos 
produtos promovem 
divisao celular. 



L►yv/\y r \ rna 


AAA_ 


0 complexo p-catenina/pAPC 
medeia a degradacao de 
p-catenina. 


(b) 


Fig. 24.11 ■ (a) Dommios principals dentro de pAPC. Os numeros referem-se a posigoes de aminoacidos no polipeptideo. (b) Papel de 
pAPC no controle do ciclo celular. A protema pAPC influencia a progressao pelo ciclo celular interagindo com p-catenina, uma protefna 
que pode ativar os fatores de transcricao LEF ou TCF. Em celulas jovens (esquerda), um sinal extracelular ativa esses fatores de transcricao e 
a divisao celular e estimulada. Em celulas maduras (direita), interacoes de pAPC e p-catenina impedem que os fatores de transcricao sejam 
ativados, e a divisao celular e inibida. 


mais de seii tipo, e o aumento resultante do numero de celu¬ 
las causa a formagao de muitos pequenos tumores benignos 
no epitelio intestinal. Esses tumores sao chamados polipos 
ou adenomas , e a predisposigao a forma-los e herdada como 
uma condigao autossomica dominante rara chamada polipose 
adenomatosa familiar (FAP). Nos paises ocidentais, sua fre- 
qiiencia populacional e de cerca de 1 em 7.000. 


Pacientes com FAP desenvolvem multiplos adenomas du¬ 
rante a adolescencia e o infcio da segunda decada de vida. 
Embora os adenomas sejam inicialmente benignos, ha uma 
grande probabilidade de que pelo menos um deles se torne 
um tumor maligno. Assim, em uma idade relativamente jo¬ 
vem - nos EUA, a media e de 42 - portadores de uma muta- 
gao FAP desenvolvem um cancer colorretal manifesto. 
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Adenomas multiplos desenvolvem-se nos intestinos de 
pessoas que sao heterozigotas para uma mutagao FAP por- 
que o alelo tipo selvagem de APC que elas possuem muta 
varias vezes durante a regeneragao natural do epitelio in¬ 
testinal. Quando ocorrem tais mutagoes, as celulas perdem 
a capacidade de sintetizar uma protema pAPC funcional. A 
ausencia dessa protema libera um freio importante na proli- 
leragao celular, e a divisao celular continua sem verificagao. 
Assim, a formacao de varios tumores benignos nos intestinos 
de heterozigotos FAP resulta da ocorrencia independente de 
um segundo evento” mutacional nas celulas do epitelio in¬ 
testinal. Indmduos que nao possuem uma mutagao FAP ra- 
ramente formam adenomas multiplos. Entretanto, eles po- 
dem produzir um ou alguns adenomas se por acaso ambos os 
seus genes APC forem inativados por mutagoes somaticas. 

A protema pAPC parece regular a divisao celular por meio 
de sua capacidade de ligar P-catenina, uma protema que esta 
presente dentro das celulas. A P-catenina naturalmente se 
liga a outras protemas tambem, incluindo alguns fatores de 
transcrigao que estimulam a expressao de genes cujos produ- 
tos proteicos promovem divisao celular. As interagoes com 
estes fatores de transcrigao sao favorecidas quando sinais que 
interferem na superffeie da celula a estimulam a se dividir 
(Fig. 24 .ll/ 7 ). Proliferagao celular induzida por sinal e um 
processo necessario no epitelio intestinal porque este tecido 
perde um numero enonne de celulas por dia - em humanos, 
cerca de 10 e as celulas perdidas devem ser substituidas 
por celulas novas geradas por divisao. Normalmente, as ce¬ 
lulas recem-criadas perdem sua capacidade de se dividir a 
medida que se afastam da parte geradora de epitelio e assu- 
mem seus papeis na parte inadura do epitelio. Esta mudanga 
de um estado de divisao para um de nao-divisao ocorre por¬ 
que as celulas epiteliais maduras nao recebem os sinais extra¬ 
ce lulares que estimulam as celulas a se dividir. Na ausencia 
desses sinais, pAPC forma um complexo com a p-catenina 
no citoplasma das celulas, e o complexo com p-catenina e 
marcado para degradagao. Como pAPC mantem baixos os 
niveis de p-catenina nas celulas maduras do epitelio intes¬ 
tinal, ha pouca chance de que a p-catenina ative fatores de 
transcrigao que estimulam a divisao celular e se combine 
com eles. As celulas com mutagoes em pAPC perdem sua 
capacidade de controlar os niveis de p-catenina. Sem esse 
controle, elas conservam seu vigor para divisao e nao se di- 
ferenciam apropriadamente em celulas epiteliais maduras. O 
resultado e que um tumor benigno comega a formar-se no 
revestimento intestinal. Assim, moleculas normais de pAPC 
tern um papel importante em suprimir a formagao de tumo¬ 
res no intestino. 

phMSH2 

A piotefna phA!SH2 e o homologo humano de uma protei- 
na de reparo do DNA chamada MutS encontrada em bac- 
teiias e leveduras. Seu envolvimento em cancer humano foi 
elucidado pelo estudo do cancer colomtal nao-polipose heredi- 


tdrio (HNPCC), uma condi gao autossomica dominante com 
freqiiencia populacional de cerca de 1 em 500. Ao contrario 
da EAP, HNPCC e caracterizado pela ocorrencia de um pe- 
queno numero de adenomas, um dos quais acaba por pro- 
gredir para uma condigao cancerosa. Nos EUA, a media de 
idade em que ocorre o cancer e de 42 anos, a mesma idade na 
qual ocorre o cancer maligno em pacientes com FAP. 

O gene hMSH2 foi implicado na heranga de HNPCC 
apos pesquisadores descobrirem que celulas em tumores 
HNPCC soffem uma instabilidade genetica geral. Nessas 
celulas, repetigoes de seqiiencias microssatelites de di- e tri- 
nucleotfdeos (veja Cap. 13) pelo genoma exibem mudangas 
freqiientes de tamanho. Essa instabilidade e reminiscente 
dos tipos de mudangas de sequencia de DNA observadas 
em bacterias com mutagoes nos genes que control am re¬ 
paro de pareamento errado (veja Cap. 13). O homologo 
humano de um desses genes bacterianos esta mapeado no 
brago curto do cromossomo 2, um cromossomo que ja foi 
antes implicado no HNPCC por analise de ligagao. Analise 
de sequencia deste gene, chamado hMSH2 , indicou que ele 
estava inativado em tumores removidos de alguns pacientes 
com HNPCC. Assim, perda de fungao de hMSH2 foi causal- 
mente associada a ampla instabilidade genomica observada 
em tumores de HNPCC. Analise subseqiiente demonstrou 
que mutagoes na linhagem germinativa do hMSH2 , ou em 
tres outros homologos humanos de genes de reparo de pa¬ 
reamento errado bacteriano, contribuem para os casos her- 
dados de HNPCC. 

pBRCAl e pBRCA2 

Versoes mutantes dos genes supressores tumorais BRCA1 e 
BRCA2 foram implicadas em cancer hereditario de mama e 
ovario. BRCA1 foi mapeado no cromossomo 17 em 1990 e 
isolado em 1994 (veja Um Marco na Genetica: A Identifica- 
gao do Gene BRCA1 , no final deste capftulo) e BRCA2 foi 
mapeado no cromossomo 13 em 1994 e isolado em 1995. 
Ambos os genes codificam grandes protemas; pBRCAl e 
um polipeptideo de 220 quilodaltons e pBRCA2 e um poli- 
peptideo com 384 quilodaltons. Estudos celulares e bioquf- 
micos mostraram que cada uma destas protemas esta situada 
dentro do nucleo de celulas normais, e cada uma contem um 
dominio hipotetico de ativagao transcricional. Entretanto, 
nao sabemos se tais protemas sao de fato fatores de transcri¬ 
gao. As protemas pBRCAl e pBRCA2 tambem contem um 
dominio que lhes permite interagir fisicamente com outras 
protemas, em particular com pRAD51, um homologo eu- 
cariotico da protema bacteriana de reparo do DNA conhe- 
cida como RecA. Assim, pBRCAl e pBRCA2 podem estar 
envolvidas em um dos muitos sistemas de reparo do DNA 
danificado em celulas humanas. 

Tanto pBRCAl quanto pBRCA2 desempenham fungoes 
importantes dentro das celulas. Camundongos que sao ho- 
mozigotos para uma mutagao nocaute em um destes genes 
morrem cedo durante a embriogenese. Ainda nao esta claro 
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f NFOQUE JECNICO: Cancer e Consulta Genetica 1 


A identificagao de mutagoes herdadas em genes supressores tu- 
morais abriu uma nova era na consulta genetica. Os portadores de 
tais mutagoes em geral correm alto risco de desenvolver tumores 
potencialmente ameagadores a vida, as vezes em idade relativa- 
mente nova. Se testes moleculares revelarem que uma pessoa tern 
urn gene supressor tumoral mutante, pode ser administrado tra- 
tamento medico para reduzir a chance de que ela desenvolva urn 
cancer letal. Por exemplo, uma crianga que possui uma mutagao 
no gene ARC pode ser examinada periodicamente por endosco- 
pia, e lesoes suspeitas no intestino podem ser removidas, ou uma 
mulher que possui uma mutagao em urn dos genes BRCA pode 
sofrer uma mastectomia profilatica (remogao das mamas) ou 
ooforectomia (remogao dos ovarios). 

Um resultado negativo de um teste para um gene supressor tu¬ 
moral mutante seria, logicamente, um motivo de comemoragao, 
pelo menos se o teste for confiavel. Para um gene grande com 
muitos alelos mutantes diferentes que segregam na populagao, e 
dificil imaginar um teste nao muito caro para detectar mutagoes 
situadas em qualquer ponto do gene. Tipicamente, esses testes 
sao baseados na reagao em cadeia da polimerase, e a maioria de¬ 
les e projetada para detectar alelos mutantes especificos. Uma 
pessoa que esta em risco de ter um gene supressor tumoral mu¬ 
tante pode ser testada para as mutagoes conhecidas, pelo menos 
as mais frequentes. Entretanto, um resultado negativo nao e defi¬ 
nitive porque essa pessoa pode ter uma mutagao “privativa” isto 
e, aquela que ainda nao foi identificada na populagao. 

A existencia de alelos privativos torna dificil a consulta para 
canceres herdados. Por exemplo, mais de 300 mutagoes dife¬ 
rentes foram identificadas no gene BRCA1, e cerca de 50% delas 
sao privativas. Se uma pessoa com historia familiar de cancer de 
mama procura um consultor genetico para avaliagao, que muta¬ 
tes o consultor deve procurar? As vezes, dados de outros mem- 
bros da familia ou informagoes coletadas do grupo etnico da pes¬ 
soa podem fornecer indicios. Se outras pessoas na familia tiverem 
um determinado alelo mutante, entao o consultor deve pedir o 
teste para este alelo. Se alguns alelos mutantes sao caracteristicos 
do grupo etnico da pessoa, entao o consultor deve testa-los. Em 
populates de judeus ashkenazi, por exemplo, alguns alelos mu¬ 
tantes BRCA1 e BRCA2 tern frequences alelicas tao altas quanto 


2,5%. Por comparagao, a frequencia combinada de todos os alelos 
mutantes em populacoes caucasianas nao judaicas e de apenas 
0,1/6. Assim, um judeu ashkenazi em risco de herdar um cancer de 
mama ou de ovario deve ser testado quanto a alelos mutantes que 
provavelmente estao segregando em familias judaicas ashkenazi. 

Testes geneticos para genes supressores tumorais mutantes le- 
vantam varias questoes psicologicas. Nos casos em que tratamento 
medico terapeutico nao esta disponfvel, uma pessoa poderia es- 
colher nao ser testada porque a carga psicologica de viver com 
o conhecimento de que tern um gene mutante potencialmente 
letal pode ser insuportavel. Pode-se esperar que o conhecimento 
de ser portador influencie os pianos de carreira e decisoes sobre 
casamento e ter filhos. A perspectiva de uma morte precoce pode 
dissuadir uma pessoa a procurar compromissos permanentes — um 
conjuge, filhos ou uma vocagao —, e a chance de transmitir um alelo 
mutante a filhos pode fazer com que a pessoa nao se reproduza. O 
conhecimento de ser um portador tambem pode influenciar outras 
pessoas - membros da familia, amigos e colaboradores. Uma filha 
jovem cuja mae teve um teste positivo para a mutagao BRCA1 deve 
comegar a lidar com a perspectiva de ser uma portadora, e um 
marido cuja esposa tern uma mutacao BRCA1 deve participar da 
decisao sobre se ela deve sofrer uma ooforectomia profilatica e 
impedir que o casal tenha seus proprios filhos. 

O teste para genes mutantes supressores tumorais levanta 
muitos aspectos eticos. A quern devem ser revelados os resul- 
tados dos testes? o paciente? a familia do paciente? genitores? 
filhos? empregador? locatario? seguradora? Que medidas a socie- 
dade deve tomar para salvaguarda da privacidade dos resultados 
de testes geneticos? Que poh'ticas os governos devem adotar para 
proteger pessoas de discriminagao com base em seus genotipos? 
Como polfticas de seguro e emprego devem ser modificadas? Os 
direitos reprodutivos de pessoas que tern mutagoes prejudiciais 
devem ser limitados? Como em qualquer avanqo tecnologico, a 
capacidade de detectar mutaqoes em genes supressores tumo¬ 
rais deixa-nos com muitas duvidas sobre como devemos proceder. 
Atualmente, as respostas a estas perguntas estao longe de ser 
esclarecidas. 

bonder, Bruce. 1997. Genetic testing for cancer risk. Science 278:1050-1054. 


que papeis as protemas mutantes pBRCAl e pBRCA2 de- 
sempenham na carcinogenese humana. Possivelmente elas 
comprometem a capacidade da celula de detectar ou reparar 
DNA danificado. 

Mutagoes nos genes BRCA1 e BRCA2 respondem por 
cerca de 7% de todos os casos de cancer de mama e cerca 
de 10% de todos os casos de cancer de ovario nos EUA. 
Para cada gene, a predisposi^ao a desenvolver esses can- 
ceres e herdada como um alelo dominante com alta pene- 


trancia. Portadores tern um risco de 10 a 25 vezes maior 
que nao portadores de desenvolver cancer de mama ou de 
ovario, e em algumas familias o risco de desenvolver can¬ 
cer de colon ou prostata tambem esta aumentado. Como 
muitas mutagoes inativadoras diferentes em BRCA1 e 
BRCA2 sao encontradas na populagao humana, consulta 
genetica para familias que estao segregando essas mu- 
tagoes pode ser dificil (veja Enfoque Tecnico: Cancer e 
Consulta Genetica). 











734 ■ A BASE GENETICA DO CANCER 


■ PONTOS IMPORTANTES 

Os genes supressores tumorais foram descobertos por sua as¬ 
sociate com canceres herdados raros tais como retmoblas- 

toma. . „ 

I Inativapao mutacional de varios genes supressores tumorais e 
caracteristica da maioria das formas de cancer. 

I Sao necessarios dois eventos mutacionais para eliminar ambas 
as copias funcionais de urn gene supressor tumoral dentro de 
uma celula. 

I As proteinas codificadas por genes supressores tumorais tern 
papeis centrais na regulapao do ciclo celular. 


VIAS GENETICAS PARA 0 CANCER 

Canceres desenvolvem-se por acumulo de mutapoes 
somaticas em protoncogenes e genes supressores 
tumorais. 


11 Na maioria dos casos, a formapao de um tumor ma- 
ligno nao e atribuivel a ativapao descontrolada de um umco 
protoncogene ou a inativapao de um umco gene supressor 
tumoral. Em vez disso, a formapao de tumor, o crescimento 
e a metastase geralmente dependem do acumulo de muta¬ 
tes em varios genes diferentes. Assim, as vias geneticas para 

o cancer sao diversas e complexas. 

Podemos observar essa diversidade e complexidade na 
formacao e no desenvolvimento de tipos diferentes de tu¬ 
mores! Por exemplo, tumores benignos do intestine grosso 
desenvolvem-se em pessoas com mutapoes inativadoras no 
gene APC. Entretanto, a progressao desses tumores para 
canceres potencialmente letais requer mutapoes em varios 
outros genes. Esta via mutacional e resumida na Fig. 24.1 La. 
Mutapoes inativadoras no gene APC iniciam o processo de 
formapao de tumores causando o desenvolvimento de te- 
cidos anormais dentro do epitelio intestinal. Esses tecidos 
anormais content celulas displasicas - celulas com formas 
incomuns e nucleos aumentados - que podem crescer em 
estagios iniciais de adenomas. Se o protoncogene uis 
ativado em um desses adenomas, o adenoma pode crescer 
e desenvolver-se mais completamente. Mutapoes inativado¬ 
ras em qualquer um dos varios genes supressores tumorais 
situados no brapo longo do cromossomo 18 podem entao 
induzir o adenoma a progredir mais e mutapoes inativadoras 
no gene supressor tumoral TPS3 no cromossomo 17 podem 
transforma-lo em um carcinoma de crescimento vigoroso. 
Mutapoes adicionais em genes supressores tumorais podem 
permitir que celulas do carcinoma invadam outros tecidos. 
\ssim, nao menos que sete mutapoes independentes (dois 
eventos inativadores no gene APC, uma mutapao ativadora 
no gene K-ras, dois eventos inativadores em um gene supres¬ 
sor tumoral no cromossomo 18 e dois eventos inativadores 
no gene TPS3 ) sao necessarias para o desenvolvimento de 
um carcinoma intestinal, e ainda mais mutapoes provavel- 


mente sao necessarias para a metastase do carcinoma em 

direpao a outras partes do corpo. __ 

As vias geneticas para cancer de prostata e cerebro tam- 
bem foram elucidadas (Fig. 24.12* e Fig. 24.12c). Mutapoes 
em HPC1, um gene para cancer hereditano de prostata si 
ado no brapo longo do cromossomo 1, foram implicadas na 
origem de tumores de prostata. Mutapoes em outros genes 
supressores tumorais situados nos cromossomos 13, 16, 1/ e 
18 podem transformar tumores de prostata em canceres me- 
tastaticos, e hiperexpressao do protoncogene BCL -- pode 
tornar esses canceres imunes a terapia de pnvapao de andro- 
o-enos, uma tecnica padrao para o tratamento do cancer e 
prostata. O hormonio esteroide androgemco e necessario 
para a proliferapao de celulas no epitelio prostatico. Na au- 
sencia de androgeno, tais celulas sao programadas para mor- 
rer. Entretanto, celulas tumorais prostaticas podem adquirir 
a capacidade de sobreviver na ausencia de androgeno pro- 
vavelmente porque um excesso do produto gemco de B .. -_ 
reprime a via de morte celular programada. Canceres de 
prostata que progrediram para o estagio de independence 
de androgeno sao quase sempre fatais. 

Glioblastomas sao tumores que se desenvolvem de celu¬ 
las oliais no cerebro. Glioblastomas primanos geralmente 
ocorrem em pessoas com mais idade; eles crescem rapi a- 
mente e sao quase sempre fatais. Glioblastomas secundanos 
geralmente ocorrem em crianpas e adultos jovens, eles se 
desenvolvem a partir de tumores preexistentes de baixo grau 
chamados astrocitomas e crescem lentamente uma caracte¬ 
ristica que os torna mais trataveis do que glioblastomas pri¬ 
maries. Dois protoncogenes foram implicados na formapao 
de glioblastomas. O gene para o receptor do fator de ciesci- 
mento epidermico (EGFR) freqiientemente e hiperexpresso 
em glioblastomas primarios e o gene para a proteina fator c 
crescimento derivado de plaquetas (PDGF) frequentemente 
e hiperexpresso em glioblastomas secundanos. Mutapoes 
em uma variedade de genes supressores tumorais incluindo 
TP53 RB e NF2 , foram implicadas na formagao de glioo as- 
tomas, principalmente no desenvolvimento de glioblastomas 
secundarios a partir de astrocitomas de baixo grau. Muitos 
outros genes supressores tumorais parecem estar envolvi- 
dos na formapao de glioblastomas, mas eles ainda nao foram 

identificados. • 

Douglas Hanahan e Robert Weinberg propuseram seis 

marcos das vias que levam ao cancer maligno. 


1. As celulas cancerosas adquirem auto-sufmencia na stna- 
liza^do de processos que estimulam divisdo e crescimento. 
Essa auto-suficiencia pode surgir por mudanpas nos 
fatores extracelulares que estimulam celulas a se di 
vidir ou por mudanpas em qualquer parte do sistema 
que transduz estes estimulos ou traduzem suas mstru- 
poes em apao dentro da celula. No caso mais extremo, 
auto-suficiencia ocorre quando celulas respondent a 
fatores de crescimento que elas mesmas produzem, 
criando assim um feedback positivo que estimula divi- 
sao celular incessante. 
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(a) Via de cancer colorretal metastatico. 


1 Inativacao de gene 
supressor tumoral 
HPC1 

■ Silenciamento de 


► Inativacao de 
varios genes 
supressores 
tumorais (p. ex., RB) 


» Inativacao de 
gene supressor 
tumoral CDH1 
* Inativacao de 


► Hiperexpressao de 
oncogene BCL-2 
* Alteracao em 
receptor de 



(b) Via de cancer de prostata independente de androgeno. 


• Amplificacao do 
oncogene MDM2 


• Inativacao de genes 
supressores tumorais 


* Amplificacao de 
oncogene EGFR 



de oncogene PDGF 

• Inativacao de gene 
supressor tumoral 
TP53 

• Inativacao de gene 
supressor tumoral 
em 22q (NF2?) 


' Amplificacao de 
oncogene CDK4 
' Inativacao de genes 
supressores tumorais 
em 13q (RB?), 

9p (pi 5 ou pi 6?) 
e 19q 


► Inativacao de genes 
supressores 
tumorais em 
lOp elOq 


(c) Vias para glioblastomas primario e secundario. 
Fig. 24.12 ■ Vias geneticas para o cancer. 


2. As celulas cancerosas sao unormahnente insenstveis a sinais 
que inibem o crescimento . A divisao celular e estimulada 
por uma variedade de sinais bioquimicos. Entretanto, 
outros sinais inibem a divisao celular. Em celulas nor¬ 
mals, estes fatores contrarios compensam uns aos ou¬ 
tros com o resultado de que ocorre crescimento de 
modo regulado. Em celulas cancerosas, o crescimento 
e desregulado porque os sinais estimulantes prevale- 


cem. Durante o progresso para malignidade, as ce¬ 
lulas cancerosas perdem a capacidade de responder 
apropriadamente a sinais que inibem o crescimento. 
Por exemplo, as celulas em adenomas intestinais ge- 
ralmente nao respondem mais a TGF(3, uma proteina 
que instrui pRB a bloquear a progressao do ciclo ce¬ 
lular. Quando esse bloqueio falha, as celulas avangam 
de Gj para S, replicam seu DNA e dividem-se. Tais 
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celulas estao entao no caminho para a formagao de um 
tumor maligno. 

3. As celulas cancerosas pode?n escapar da morte celular pro- 
gramada. Como vimos, p53 tern um papel principal 
em proteger o organismo do acumulo de celulas dani- 
ficadas que podem por em risco sua vida. Por meio de 
mecanismos ainda incompletamente compreendidos, 
p53 manda as celulas danificadas para uma via de auto- 
destruigao que as elimina do organismo. Quando p53 
funciona mal, essa via de autodestraigao e bloqueada, 
e as celulas danificadas sobrevivem e se multiplicam. 
Tais celulas provavelmente produzem descendentes 
que sao ainda mais anormais que elas. Conseqiiente- 
mente, linhagens derivadas de celulas danificadas sao 
propensas a avangar para um estado canceroso. A ca- 
pacidade de escapar da morte celular programada e 
portanto uma caracterfstica chave na progressao para 
cancer maligno. 

4. As celulas cancerosas adquirem um potencial replicativo ili- 
mitado. Celulas normais sao capazes de se dividir cerca 
de 60 a 70 vezes. Essa limitagao surge da perda inexo¬ 
ravel de DNA das pontas dos cromossomos toda vez 
que o DNA se replica (Cap. 10). O efeito cumulativo 
dessa perda cria uma capacidade reprodutiva finita em 
todas as linhagens celulares. Celulas que vao alem do 
limite reprodutivo tornam-se geneticamente instaveis 
e morrem. As celulas cancerosas transcendem este 
limite repondo seu DNA perdido. Elas o fazem au- 
mentando a atividade da enzima telomerase, que adi- 
ciona sequencias de DNA as pontas dos cromossomos. 
Quando as celulas adquiriram um potencial replicativo 
ilimitado superando o DNA perdido nas pontas dos 
cromossomos, diz-se que elas estao imortalizadas. 

5. As celulas cancerosas desenvolvem meios de se nutrir. Qual- 
quer tecido em um organismo multicelular complexo 
precisa de um sistema vascular para levar nutrientes 
para ele. Em humanos e outros animais vertebrados, 
o sistema circulatorio fornece esta fungao. As celulas 
em tumores pre-malignos nao crescem agressivamente 
porque nao sao diretamente alimentadas pelo sistema 
circulatorio. Entretanto, quando vasos sangiimeos sao 
induzidos a crescer entre tais celulas, por um processo 
chamado de angiogenese, o tumor e alimentado e 
pode ser ampliado. Assim, uma etapa fundamental na 
progressao do cancer maligno e a indugao de cresci- 
mento de vasos sangiimeos pelas celulas do tumor. 
Sao conhecidos muitos fatores que induzem ou ini- 
bem a angiogenese. Em tecidos normais, esses fatores 
sao mantidos balanceados de modo que vasos podem 
crescer apropriadamente no corpo. Em tecidos can- 
cerosos, o equilibrio pende para os fatores indutores, 
que atuam para estimular o desenvolvimento de vasos 
sangiimeos. Uma vez que capilares cresceram para um 
tumor, os meios de nutrigao estao disponfveis. O tu¬ 
mor pode entao alimentar-se e crescer a um tamanho 
em que se torna perigoso para o organismo. 


6 . As celulas cancerosas adquirem a capacidade de invadir ou¬ 
tros tecidos e colonizd-los. Mais de 90% de todas as mor- 
tes por cancer sao causadas por metastase do cancer 
para outras partes do corpo. Quando tumores metasta- 
tizam, as celulas cancerosas destacam-se do tumor pri- 
mario e percorrem pela corrente sangiimea ate outro 
local, onde estabelecem uma nova e longa relagao, e no 
final letal, com as celulas vizinhas. Devem ocorrer mu- 
dangas profundas nas superficies das celulas cancerosas 
para que este processo se instale. Quando isto ocorre, 
podem desenvolver-se tumores secundarios em teci¬ 
dos bem distantes do tumor primario. Canceres que se 
espalharam deste modo sao extremamente diffceis de 
controlar e erradicar. Metastase e, portanto, a ocorren- 
cia mais seria na progressao de um cancer. 

Varios estudos estabeleceram que mutagao somatica e a 
base para desenvolvimento e progressao de todos os tipos 
de cancer. A medida que um cancer pro gride na via para 
malignidade, suas celulas tornam-se progressivamente des- 
reguladas. Mutagoes acumulam-se, e cromossomos inteiros 
ou segmentos cromossomicos podem perder-se. Essa insta- 
bilidade genetica aumenta a probabilidade de que o cancer 
desenvolva cada um dos marcos discutidos anteriormente. 

Em razao da importancia de mutagoes somaticas na etiolo- 
gia do cancer, fatores que aumentam a taxa de mutagao elevam 
a incidencia de cancer. Hoje em dia, muitos paises mantem 
programas de pesquisa para identificar agentes mutagenicos 
e carcinogenicos (veja no Cap. 13 uma discussao do teste de 
Ames para identificagao de mutagenos quimicos). Quando tais 
agentes sao identificados, autoridades de safide pviblica criam 
politicas para diminuir exposigao humana a eles. Entretanto, 
nenhum ambiente esta livre de carcinogenos, e comporta- 
mentos humanos que contribuem para o risco de cancer tais 
como fumo, exposigao excessiva ao sol e consumo de alimen- 
tos gordurosos que contem pouca fibra sao diffceis de mudar. 
A compreensao dos processos que causam cancer avangou sig- 
nificativamente durante a ultima decada. Na proxima decada, 
esperamos que esta compreensao resulte em estrategias mais 
efetivas para prevengao e tratamento do cancer. 

mm P0NT0SIMPORTANTES 

■ Tipos diferentes de cancer estao associados a mutagoes em 
genes diferentes. 

9 As celulas cancerosas podem estimular seu proprio cresci- 
mento e divisao. 

■ As celulas cancerosas nao respondem a fatores que inibem 
crescimento celular. 

■ As celulas cancerosas podem escapar dos mecanismos naturais 
que matam celulas anormais. 

■ As celulas cancerosas imortalizadas podem dividir-se indefini- 
damente. 

■ Tumores podem aumentar quando induzem o crescimento de 
vasos sangumeos para nutrir suas celulas. 

■ As celulas cancerosas metastaticas podem invadir outros teci¬ 
dos e coloniza-los. 
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E UM y ARCO NA (jENETICA: A Identificagao do Gene MAI 


Em 1994, um grupo de pesquisa do National Institute of Environ¬ 
mental Health Sciences in Research Triangle, Carolina do Norte, 
McGill University em Montreal, Canada, a University of Utah em 
Salt Lake City, Myriad Genetics, uma empresa com base em Salt 
Lake City, e o Eli Lily, o gigante farmaceutico com base em India¬ 
napolis, Indiana, em um total de 45 pessoas, publicaram um artigo 
relatando a identificagao de um gene envolvido no cancer heredi- 
tario de mama e ovario. 1 

Este gene era ha muito procurado. No inicio dos anos 1980, evi¬ 
dences comegaram a sugerir que um ou mais genes predispoem 
mulheres a desenvolver cancer de mama ou ovario. Em geral, es¬ 
ses canceres aparecem cedo na vida adulta e costumam ser fatais. 
A analise de heredogramas mostrando a heranga desses canceres 
foi complicada por variagao na idade de inicio, por penetrancia 
incompleta e pela natureza limitada ao sexo da caracteristica. En- 
tretanto, em 1990 um dos genes que predispoem ao cancer foi 
mapeado no cromossomo 17. Progressos posteriores refinaram a 
localizagao deste gene, chamado de BRCA1 , no meio do brago 
longo do cromossomo. Pesquisadores foram capazes de situar 
BRCA1 dentro de uma regiao contendo cerca de 600 quilobases 
de DNA. Entao, o problema foi identificar qual segmento da re¬ 
giao com 600 kb era de fato o gene BRCA1. 

Para abordar este problema, o consorcio de grupos de pesquisa 
coletou clones de DNA de dentro da regiao candidata. Foram 
obtidos todos os tipos de clones - clones grandes propagados 
em cromossomos artificials de leveduras (YAC) e cromossomos 
artificiais de bacterias (BAC) e clones menores propagados em 
bacteriofagos e cosmideos. A colegao de clones permitiu que 
pesquisadores construissem um mapa fisico da regiao candidata. 
Pontos ao longo deste mapa foram entao analisados quanto a 
expressao de genes transcritos. Foram identificadas um total de 
65 sequences expressas. O DNA correspondente as partes co- 
dificantes destes transcritos foi analisado na esperanga de se 
encontrar mutagoes em pessoas que supostamente tinham um 
alelo de predisposigao do gene de cancer de mama. A eviden- 
cia de varias hipoteticas portadoras indicou que BRCA1 esta no 
meio da regiao de 600 kb. Ele possui 22 exons dispersos em 100 
kb, e seu mRNA com 7,8 kb de tamanho codifica um polipepti- 
deo com 1.863 aminoacidos. 

Os pesquisadores encontraram quatro mutagoes dentro da se- 
quencia codificante candidata: (1) uma delegao de 11 pares de ba¬ 
ses no exon 2 que causa uma mudanga na matriz de leitura, (2) uma 
mutagao sem sentido no exon 11 que causa termino prematuro de 

1 Miki, Y., et al. 1994. A strong candidate for the breast and ovarian cancer sus¬ 
ceptibility gene BRCAl Science 266: 66-71. 


sintese de polipeptideos, (3) uma insergao de 1 par de bases no 
exon 20 que causa uma mudanga de matriz de leitura e (4) uma 
mutagao de sentido trocado no exon 21 que substitui metionina 
por arginina na proteina. Alem disso, eles encontraram um caso 
no qual o transcrito do gene candidato estava ausente, possivel- 
mente porque uma mutagao regulatoria tinha ocorrido em algum 
elemento nao codificante. Cada uma destas cinco mutagoes era 
de uma familia diferente. 

As portadoras hipoteticas de outras tres familias nao apresen- 
tavam mutagoes nos genes candidatos a codificar a sequencia. 
Entretanto, nessas familias, a evidencia de ligagao entre o gene de 
predisposigao ao cancer e os marcadores moleculares no brago 
longo do cromossomo 17 era fraca. Assim, eles podem represen- 
tar casos em que esta envolvido um gene a excegao do BRCAl. 
De fato, no final desta publicagao, os pesquisadores notaram que 
em uma dessas familias a predisposigao a desenvolver cancer de 
mama podia estar ligada a BRCA2 , um gene em um cromossomo 
diferente. Alternativamente, essas tres familias poderiam ter mu¬ 
tagoes de predisposigao ao cancer nos elementos nao codifican- 
tes de BRCAl. 

Desde 1994, muito mais mutagoes foram identificadas no gene 
BRCAl. A descoberta dessas mutagoes possibilitou o desenvolvi- 
mento de testes de DNA que ajudam a identificar mulheres que, 
devido a seus genotipos, estao em alto risco de desenvolver can¬ 
cer de mama e de ovario. Estes testes representam as primeiras 
etapas no combate a esta doenga fetal. 

QUESTOES PARA DISCUSSOES 

1. O gene BRCAl foi identificado por um consorcio de pesquisado¬ 
res que foram apoiados por uma combinagao de fundos publi- 
cos e privados. Um dos principais pesquisadores, Mark Skolnick, 
era tanto professor da University of Utah, onde recebeu verbas 
governamentais, quanto funcionario de uma empresa de biotec- 
nologia, Myriad Genetics, que subsequentemente desenvolveu 
testes comerciais para alelos BRCAl mutantes. Que questoes 
eticas estao envolvidas quando uma pesquisa e apoiada con- 
juntamente por verbas governamentais e de empresas, especial- 
mente quando a empresa visa lucros da pesquisa? 

2. Uma mulher com teste positivo para um alelo mutante de pre¬ 
disposigao do gene BRCAl tern alta probabilidade (>80%) de 
desenvolver cancer de mama ou ovario - e de morrer de um 
destes tipos de cancer. Que medidas estao disponiveis para 
evitar a ocorrencia destes canceres? Se voce fosse uma destas 
mulheres, o que voce faria? 
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™ Exercicios Basicos llustram a analise 

1. Que pontos de verificagao do ciclo celular impedem que uma 
celula replique um DXA danificado? 

Resposta: O ponto de verificagao START em metade de G\ do 
ciclo celular. 

2. (a) Em que classes de genes mutagoes dominantes de ganho de 
fungao causam cancer? (b) Em que classes de genes mutagoes 
recessivas de ganho de fungao causam cancer? 

Resposta: (a) Oncogenes, (b) Genes supressores tumorais. 

3. Por que alguns rearranjos cromossomicos causam cancer? 
Resposta: Os pontos de quebra desses rearranjos em geral justa- 
poem um oncogene celular a um promotor que estimula a expres¬ 
sao vigorosa do oncogene. A hiperexpressao do produto genico 
pode resultar em divisao celular e crescimento excessivos. 


genetica basica. 

4. Cancer intestinal ocorre em indivfduos com mutagoes inativa- 
doras no gene APC. Explique como isto tambem pode ocorrer 
em pessoas com mutagoes no gene de p-catenina. 

Resposta: Uma mutagao que impede especificamente que 
P-catenina se ligue a pxAPC pode causar cancer. A (3-cate- 
nina que nao pode ligar-se a pAPC estaria dispomvel para 
ligar-se aos fatores de transcrigao que estimulam a expres¬ 
sao de genes cujos produtos promovem divisao celular e 
crescimento. 

5. Que gene supressor tumoral esta mais frequentemente mutado 
em canceres humanos? 

Resposta: TPS3, o gene que codifica p53. 


Testar Seus Conhecimentos 


Integra conceltos e tecnicas diferentes. 


1. Um oncogene dentro do genoma de um retrovirus tern alta pro- 
babilidade de causar cancer, mas um oncogene em sua posigao 
cromossomica normal nao. Se estes dois oncogenes codificam 
exatamente o mesmo polipeptfdeo, como explicamos suas pro- 
priedades diferentes? 

Resposta: Existem pelo menos tres possibilidades. Uma (a) e 
que o virus simplesmente adiciona copias extras do oncogene 
•a celula, e coletivamente elas produzem muito deste polipep- 
tfdeo. Um excesso de polipeptfdeo pode causar divisao celular 
descontrolada; isto e, cancer. Outra possibilidade ( b) e que o 
oncogene viral e expresso inapropriadamente sob o controle 
de acentuadores no DNA viral. Esses acentuadores podem ati- 


var o oncogene a ser expresso na epoca errada ou ser hiperex- 
presso constitutivamente. Em ambos os casos, o polipeptfdeo 
seria inapropriadamente produzido e poderia assim perturbar 
os controles normais da divisao celular. Uma terceira possibili¬ 
dade (c) e que a integragao do virus aos cromossomos da celula 
infectada pode colocar o oncogene viral na vizinhanga de um 
acentuador no DNA cromossomico, e este acentuador pode 
provocar uma expressao inapropriada. Todas as tres explica- 
goes destacam a ideia de que a expressao de um oncogene deve 
ser corretamente regulada. Ma expressao ou hiperexpressao 
pode resultar em divisao celular descontrolada. Veja o dia- 
grama seguinte. 
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(a) 0 virus adiciona a celula copias extras do oncogene. 
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(b) 0 oncogene viral e expresso inapropriadamente sob controle de um acentuador viral. 
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0 oncogene viral e inapropriadamente expresso sob controle de um acentuador celular. 


Questoes e Problemas 


Acentuam a compreensao e desenvolvem as habilidades anahticas. 


24.1. Muitos canceres parecem envolver fatores ambientais. Por 
que entao o cancer e chamado de uma doenga genetica? 

24.2. Tanto celulas embrionarias quanto cancerosas dividem-se 
rapidamente. Como estes dois tipos de celulas podem ser 
distinguidos um do outro? 

24.3. A maioria das celulas cancerosas sao aneuploides. Sugira 
como a aneuploidia pode contribuir para desregulagao do 
ciclo celular. 

24.4. Voce esperaria encontrar um retrovirus indutor de tumor 
que leve um gene supressor tumoral celular processado em 
seu genoma? 

24.5. Como sabemos que oncogenes celulares normals nao sao 
simplesmente oncogenes retrovirais integrados que adqui- 
riram a regulagao apropriada? 


24.11. Explique por que individuos que desenvolvem retinoblas¬ 
toma nao hereditario tern tumores em apenas um olho, 
enquanto individuos com retinoblastoma hereditario geral- 
mente desenvolvem tumores em ambos os olhos. 

24.12. Canceres hereditarios como retinoblastoma apresentam 
um padrao dominante de heranga. Entretanto, o defeito 
genetico subjacente e uma mutagao recessiva de perda de 
fungao, em geral o resultado de uma delegao. Como o pa¬ 
drao dominante de heranga pode ser conciliado com a na- 
tureza recessiva da mutagao? 

24.13. Aproximadamente 5% das pessoas que herdam um gene 
RB inativo nao desenvolvem retinoblastoma. Use esta es- 
tatfstica para estimar o numero de divisoes celulares que 
formam o tecido retiniano do olho. Suponha que a taxa 
em que as mutagoes somaticas inativam o gene RB e de 1 
mutagao por 10 6 divisoes celulares. 


24.6. Como pode a ausencia de fntrons em um oncogene retro¬ 
viral explicar hiperexpressao do gene nos tecidos de um 
animal infectado? 

24.7. Quando oncogenes celulares sao isolados de animais di- 
ferentes e comparados, as seqiiencias de aminoacidos dos 
polipeptfdeos que eles codificam sao muito similares. O 
que isto sugere sobre as fungoes desses polipeptideos? 

24.8. A maioria dos oncogenes c-ras obtidos de tecidos cance- 
rosos tern mutagoes no codon 12, 59 ou 61 na seqiiencia 
codificante. Sugira uma explicagao. 


24.14. O heredograma abaixo mostra a heranga de cancer ovariano 
familiar causado por uma mutagao no gene BRCA1. II-1 
deveria ser testada quanto a presenga da mutagao predis- 
ponente? Comente as vantagens e desvantagens da inves- 
tigagao. 



0 Cancer de ovario 
0 Normal 


24.9. Quando um oncogene mutante c-H-ras com uma substdtui- 
gao de glicina por valina no codon 12 e transfectado para 
celulas cultivadas NIH 3T3, ele transfonna essas celulas 
em celulas cancerosas. Quando o mesmo oncogene mu¬ 
tante e transfectado para celulas embrionarias cultivadas, 
ele nao as transforma. Por que? 

24.10. Uma mutagao no oncogene celular ras pode causar cancer 
quando na condigao heterozigota, mas uma mutagao no gene 
supressor tumoral RB so pode causar cancer quando na con¬ 
digao homozigota. O que esta diferenga entre mutagoes do- 
mi nan tes e recessivas significa sobre os papeis dos produtos 
genicos de ras e RB em atividades celulares normais? 


24.15. Em que sentido pRB e um regulador negativo de fatores de 
transcrigao E2F? 

24.16. Um fa tor de transcrigao E2F especffico reconhece a se- 
quencia TTTCGCGC no promotor de seu gene alvo. Uma 
mutagao sensivel a temperatura no gene codificante deste 
fa tor de transcrigao E2F altera a capacidade de seu produto 
proteico de ativar a transcrigao; a 25°C, a protema mutante 
ativa normalmente a transcrigao, mas a 35°C ela nao ativa a 
transcrigao. Entretanto, a capacidade da protema de reco- 
nhecer sua seqiiencia de DNA alvo nao e prejudicada em 
nenhuma destas temperaturas. Seria esperado que celulas 
heterozigotas para esta mutagao sensivel a temperatura se 
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dividam normalmente a 25°C? a 35°C? As suas respostas 
mudam se a protefna E2F funcionar como um homodf- 
mero? 

24.17. Durante o ciclo celular, a protefna pl6 e um inibidor de 
atividade de ciclina/CDK. Preveja o fenotipo de celulas ho- 
mozigotas para a mutagao de perda de fungao no gene que 
codifica pi6. Este gene seria classificado como um proton- 
cogene ou como um gene supressor tumoral? 

24.18. O gene BCL-2 codifica uma protefna que reprime a via para 
morte celular programada. Preveja o fenotipo de celulas 
heterozigotas para uma mutagao ativadora dominante neste 
gene. O gene BCL-2 seria classificado como um protonco- 
gene ou como um gene supressor tumoral? 

24.19. O produto proteico do gene BAX regula negativamente o 
produto proteico do gene BCL-2 , isto e, a protefna BAX in¬ 
terfere na fungao da protefna BCL-2. Preveja o fenotipo de 
celulas homozigotas para uma mutagao de perda de fungao 
no gene BAX. Este gene seria classificado como um proton- 
cogene ou como um gene supressor tumoral? 

24.20. As celulas cancerosas frequentemente sao homozigotas 
para mutagoes de perda de fungao no gene TP53, e mui- 
tas dessas mutagoes estao mapeadas na parte do TP53 que 
codifica o domrnio de ligagao ao DNA de p53. Explique 
como tais mutagoes contribuem para o fenotipo de cancer 
das celulas. 

24.21. Suponha que uma celula e heterozigota para uma mutagao 
que faz com que p53 se ligue fortemente e constitutiva- 
mente ao DNA de seus genes alvos. Como esta mutagao 
afeta o ciclo celular? Seria esperado que tal celula fosse mais 
ou menos sensfvel aos efeitos de radiagao ionizante? 

24.22. Camundongos homozigotos para uma mutagao nocaute do 
gene TP53 sao viaveis. Seria esperado que eles sejam mais 
ou menos sensfveis aos efeitos letais de radiagao ionizante? 


24.23. Seria esperado que mutagoes causadoras de cancer do gene 
APC autnentem ou diminuam a capacidade de pAPC de 
ligar P-catenina? 

24.24. Foi demonstrado que pessoas com dietas pobres em fibras 
e ricas em comidas gordurosas tern risco aumentado de 
desenvolver cancer colorretal. Tais dietas podem irritar o 
revestimento epitelial do intestino grosso. Como tal irri- 
tagao pode contribuir para o risco aumentado de cancer 
colorretal? 

24.25. Camundongos que sao heterozigotos para uma mutagao 
nocaute no gene RB desenvolvem tumores na hipofise e 
na tireoide. Camundongos que sao homozigotos para esta 
mutagao morrem durante o desenvolvimento embriona- 
rio. Camundongos que sao homozigotos para uma mu¬ 
tagao nocaute no gene que codifica o homologo pi30 de 
RB e heterozigotos para uma mutagao nocaute no gene 
que codifica o homologo pi07 de RB nao tern tendencia 
a desenvolver tumores. Entretanto, os homozigotos para 
mutagoes nocaute em ambos estes genes morrem durante 
o desenvolvimento embrionario. O que estes achados su- 
gerem quanto aos papeis dos genes RB, pi39 e pi07 em 
embrioes e adultos? 

24.26. O RNA mensageiro do gene KAI1 e fortemente expresso 
em tecidos prostaticos normais mas fracamente expresso 
em linhagens celulares derivadas de canceres prostaticos 
metastaticos. O que este achado sugere sobre o papel do 
produto do gene KAI1 na etiologia do cancer de prostata? 

24.27. A protefna p21 e fortemente expressa em celulas que foram 
irradiadas. Pesquisadores pensaram que essa forte expressao 
era provocada por ativagao transcricional do gene p21 pela 
protefna p53 agindo como um fator transcricional. Esta hi- 
potese ajusta-se as obsen^agoes de que a expressao de p21 
e induzida por tratamento com radiagao em camundongos 
homozigotos para uma mutagao nocaute no gene TP53? 
Explique. 
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* Topicos 

■ Padrdes Complexos de Heran^a 
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■ Analise de Caracteristicas Quantitativas 

■ Analise de Endogamia e Co-Ancestralidade 

■ Correlates Entre Parentes 

■ Genetica Quantitativa de Caracteristicas 
Comportamentais Humanas 

Doenqa Cardiovascular: 

Uma Combinaqao de Fatores 
Geneticos e Ambientais 

No final de dezembro de 1996, Paul Reston, um profes¬ 
sor de Biologia de 47 anos de idade de um colegio do 
suburbio de Pittsburgh, Pennsylvania, estava aplicando 
exames em uma manha de sabado. Ele estava um pouco 
cansado naquele dia e sofria disturbios estomacais. Tam- 
bem tinha uma leve dor no braqo esquerdo e no ombro. 
Estes sintomas persistiram por alguns dias. No comeqo, 
Mr. Reston pensou que tinha um caso brando de gripe, 
mas a dor no bra<;o e no ombro sugeriram outra pos- 
sibilidade: ele estava tendo um ataque cardfaco. Esta 
possibilidade pareceu mais real quando ele se lembrou 
que seu pai havia morrido de um subito ataque cardfaco 
muitos anos antes na idade relativamente jovem de 45 
anos. Apos uma conversa telefonica com uma enfer- 
meira de sua clfnica de saude, Mr. Reston pediu que seu 
filho o levasse ate o hospital proximo, onde ele ficou 
duas horas na sala de emergencia. O medico que aten- 
deu Mr. Reston fez uma bateria de testes para avaliar 



Um cora<;ao humano mostrando as arterias e veias que fornecem 
sangue aos musculos cardiacos. 


sua condiqao. Seu batimento cardfaco era regular, sua 
pressao arterial era normal e o eletrocardiograma nao 
revelou anomalias. Os testes bioqufmicos para sinais 
indicatives de danos cardiacos tambem foram negati- 
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vos. Alem disso, a excegao de historia familiar de doenga cardiaca, Mr. Reston nao 
apresentava outros fatores de risco importantes. Ele nao estava acima do peso, nao 
fumava e fazia exercicios regularmente. O medico liberou Mr. Reston mas o alertou 
que voltasse ao hospital na semana seguinte para urn teste de esforgo cardiaco. Na 
segunda feira seguinte, ele foi testado quanto ao funcionamento cardiaco correndo 
em uma esteira. Os resultados do teste foram bons. Com base em seu desempenho, 
o cardiologista supervisor concluiu que Mr. Reston tinha menos de 1% de chance de 
sofrer urn ataque cardiaco fatal. 

A despeito de sua historia familiar de doenga cardiaca, o risco de Mr. Reston 
desenvolver esta doenga era baixo. O cardiologista explicou que a doenga cardiaca 
era uma caracteristica complexa influenciada por muitos fatores: dieta, atividade 
ffsica e tabagismo, por exemplo, assim como por um numero razoavelmente grande 
de genes. Como o pai de Mr. Reston havia morrido de um infarto do miocardio, Mr. 
Reston podia ter herdado genes que o colocavam em risco. Entretanto, o cardiolo¬ 
gista destacou que a doenga cardiaca nao e herdada como uma caracteristica men- 
deliana simples; em vez disso, ela envolve uma interagao de muitos fatores geneticos 
e ambientais diferentes. 


PADROES COMPLEXOS DE HERANCA 

Experimentos reprodutivos e comparagoes entre 
parentes revelam que fenotipos complexos podem ser 
influenciados por uma combinagao de fatores geneticos 
e ambientais. 

Muitas caracteristicas interessantes e importantes, tais 
como suscetibilidade a doengas, tamanho do corpo e varios 
aspectos comportamentais, nao apresentam padroes sim¬ 
ples de heranga. Entretanto, sabemos que a variagao nestes 
tipos de caracteristicas e influenciada por genes. Uma in¬ 
dicagao e que pessoas geneticamente aparentadas exibem 
semelhangas. \emos estas semelhangas entre irmaos, entre 
pais e filhos e as vezes entre parentes mais distantes. O caso 
extremo e o de gemeos monozigoticos - gemeos que se de- 
senvolveram de um unico zigoto. Esses gemeos geralmente 
sao muito semelhantes e as vezes ate compartilham manei- 
rismos. A semelhanga entre parentes e uma forte indicagao 
de que as caracteristicas anatomicas, fisiologicas e compor¬ 
tamentais que nao mostram padroes simples de heranga sao 
influenciadas geneticamente. Outra indicagao de influencia 
genetica e que estes tipos de caracteristicas podem ser al- 
terados por cruzamento seletivo. Na agricultura, cultivos 
e criagoes foram moldados pela propagagao de indivfduos 
com caracteristicas desejaveis — maior conteudo proteico, 
gordura corporea reduzida, maior produtividade, resisten- 
cia a doengas e assim em diante. Tal capacidade de mudar 
fenotipos por cruzamento seletivo indica que a variagao nas 
caracteristicas tern uma base genetica. Entretanto, sabemos 
por experimentagao que a base genetica e complexa. Nas 
segoes seguintes, consideramos dois tipos de caracteristicas 
geneticamente complexas: (1) caracteristicas que variam 
continuamente em uma populagao e (2) caracteristicas que 


se manifestam quando e ultrapassado um limiar genetico 
subjacente. 

Caracteristicas Quantitativas 

A natureza esta cheia de exemplos de caracteristicas que va¬ 
riam continuamente - tamanho do corpo, altura, peso, a ati¬ 
vidade de uma determinada enzima, capacidade reprodutiva 
e vigor geral e adaptagao, para citar apenas algumas. Estas 
estao entre as mais interessantes caracteristicas em biolo- 
gia, especialmente do ponto de vista evolutivo. Um fenotipo 
parece misturar-se imperceptivelmente com o seguinte. En¬ 
tretanto, se examinarmos muitos indivfduos em uma popula¬ 
gao, geralmente encontramos diferengas significativas entre 
eles. Em geral, esse tipo de variagao pode ser quantificado 
medindo-se a caracteristica em uma amostra de indivfduos 
da populagao. Podemos, por exemplo, capturar camundon- 
gos em um celeiro e pesa-los ou coletar espigas de milho em 
um campo e contar o numero de graos em cada uma. Com 
tal enfoque quantitative, o fenotipo de cada indivfduo na 
amostra e reduzido a um numero. Esses numeros podem ser 
analisados com uma variedade de tecnicas estatfsticas, per- 
mitindo-nos estudar a caracteristica e, em particular, inves- 
tigar sua base genetica. As caracteristicas que sao passfveis 
deste tipo de tratamento sao chamadas de caracteristicas 
quantitativas. Sua particularidade essencial e que elas po¬ 
dem ser medidas. 

Charles Darwin pensou que tal variagao quantitativa era 
crucial para a evolugao de uma especie. Ele formulou a hi- 
potese de que esta variagao fomecia a materia prima para 
uma especie mudar gradualmente com o tempo. O meca- 
nismo para a mudanga que Darwin propos foi a reprodugao 
diferencial de indivfduos de acordo com o fenotipo - o pro- 
cesso que ele denominou selegao natural. Por exemplo, os 
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maiores indivfduos em uma especie poderiam produzir mais 
prole que os outros indivfduos. Considerando que o tama- 
nho e herdado, devemos esperar que a geragao seguinte seja 
um pouco maior, em media, que a geragao parental. Com o 
tempo, as mudangas de tamanho iriam acumulando-se, e os 
membros da especie seriam consistentemente maiores que 
seus ancestrais foram. 

Quando Darwin propos suas ideias em 1859, nao havia 
compreensao do mecanismo da hereditariedade. Os genes, 
os cromossomos e os princfpios de segregagao e distribui- 
gao independente ainda nao tinham sido descobertos. Men¬ 
del foi contemporaneo de Darwin, mas sua pesquisa sobre 
o mecanismo de heranga aparentemente nunca chamou a 
atengao de Darwin. Depois que as descobertas de Mendel 
foram reveladas em 1900, biologos procuram intensamente 
liga-las a teoria evolutiva de Darwin. A dificuldade foi que 
as caracterfsticas consideradas importantes para a evolugao 
- caracterfsticas quantitativas tais como tamanho do corpo, 
vigor e capacidade reprodutiva - nao eram “mendelianas”, 
isto e, nao segregavam como fatores mendelianos simples. 
Em vez disso, sua heranga era complexa. Por quase 20 anos, 
biologos lutaram para conciliar a complexidade de caracte¬ 
rfsticas quantitativas com a simplicidade da teoria de Men¬ 
del. Alguns cientistas, tais como o estatfstico britanico Karl 
Pearson, sustentavam que elas nao podiam ser conciliadas. 
Esses cientistas diziam que os princfpios de Mendel simples- 
mente nao se aplicavam a analise de padroes complexos de 
heranga. Entretanto, este ponto de vista acabou por ser mo- 
dificado. Um volume crescente de evidencias sugeriram que 
a heranga complexa de caracterfsticas quantitativas podia ser 
explicada pela teoria mendeliana. Como veremos, dois in¬ 
sights possibilitaram isto: 

1. As caracterfsticas quantitativas sao influenciadas por 
muitos genes. 

2 . As caracterfsticas quantitativas sao influenciadas por 
muitos fatores ambientais. 

E a combinagao de influences geneticas e ambientais que 
torna dificil estudar as caracterfsticas quantitativas. Tais ca¬ 
racterfsticas dependem de uma mistura complexa de fatores; 
isto e, elas sao multifatoriais. 

O biologo dinamarques Wilhelm Johannsen foi uma das 
primeiras pessoas a mostrar que a variagao em uma caracte- 
rfstica quantitativa se deve a fatores geneticos e ambientais. 
Johannsen estudou o peso das sementes da fava Phaseolus 
vulgaris. Entre as plantas disponfveis para ele, o peso das se¬ 
mentes variava de 150 mg a 900 mg. Johannsen estabeleceu 
linhagens de sementes nesta faixa e manteve cada linhagem 
por autofecundagao durante varias geragoes. As sementes 
de cada uma dessas linhagens “puras” tendiam a se parecer 
com a semente da qual se originarain. Essa capacidade de 
estabelecer linhagens de favas com pesos de sementes carac- 
teristicamente diferentes indicou que alguma variagao em tal 
caracterfstica decorre de diferengas geneticas. Entretanto, 
Johannsen observou que o peso da semente tambem variava 


dentro de cada linhagem pura. Essa variagao residual pro- 
vavelmente nao resultava de diferengas geneticas, pois cada 
linhagem tinha sido sistematicamente endocruzada com o 
objetivo de toma-la homozigota para seus genes. Isto devia 
ser conseqiiencia de variagao em fatores nao controlados no 
ambiente. O trabalho de Johannsen, publicado em 1903 e 
1909, levou, portanto, a percepgao de que a variagao feno- 
tfpica em uma caracterfstica quantitativa tinha dois compo- 
nentes - um genetdco e outro ambiental. 

Outro escandinavo, Herman Nilsson-Ehle, forneceu 
evidencias de que o componente genetico dessa variagao 
podia envolver as contribuigoes de varios genes diferentes. 
Nilsson-Ehle estudou a variagao de cor em graos de trigo. 
Quando ele cruzou uma variedade de graos brancos com 
uma variedade de graos vermelho-escuros, ele obteve uma 
F] com um fenodpo vermelho intermediario (Fig. 25.1). A 
autofecundagao da F^ produziu uma F 2 com sete classes dis- 
tintas, variando de branco a vermelho-escuro. O numero 
de classes de F 2 e a proporgao fenotfpica que Nilsson-Ehle 
observou sugeriram que tres genes de distribuigao indepen¬ 
dente estavam envolvidos na determinagao da cor do grao. 
Nilsson-Ehle formulou a hipotese de que cada gene tern 
dois alelos, um responsavel pela cor vermelha do grao e o 
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Fig. 25.1 ■ Heranga da cor de graos em trigo. Tres genes que 
se distribuem independentemente [A, B e C) supostamente 
controlam a cor dos graos. Cada gene tem dois alelos. Os alelos 
para pigmentagao (representados por letras maiusculas) sao 
semidominantes em relagao aos alelos para falta de pigmentagao 
(representados por letras minusculas). 
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outro pela cor branca, e que o alelo para o grao de cor ver- 
melha era semidominante em relagao ao alelo para grao de 
cor branca. Com base nesta hipotese, o genotipo do genitor 
de grao branco podia ser representado por aa bb cc e o ge¬ 
notipo do genitor de grao vermelho podia ser representado 
como AA BB CC. O genotipo de Y\ podia ser Aa Bb Cc e a 
F 2 podia conter urna gama de genotipos que iriam diferir no 
mimero de alelos semidominantes, isto e, contribuintes de 
pigmento, presentes. Cada classe de fenotipo na F 2 levaria 
um numero diferente de alelos contribuintes de pigmento. 
A classe branca, por exemplo, levaria zero de tais alelos, a 
classe de vermelho intermediario levaria tres e a classe de 
vermelho-escuro levaria seis. O trabalho de Nilsson-Ehle, 
publicado em 1909, mostrou que um padrao complexo de 
heranca podia ser explicado pela segregacao e distribuigao 
de varios genes. 

O geneticista americano Edward M. East ampliou os es- 
tudos de Nilsson-Ehle para uma caracteristica que nao apre- 


senta proporgoes mendelianas simples na F 2 . East estudou 
o tamanho da corola em flores do tabaco (Fig. 25.2 a). Em 
uma linhagem pura, o tamanho da corola tinha em media 41 
mm; em outra, tinha media de 93 mm. Dentro de cada linha¬ 
gem pura, East observou alguma variagao fenotfpica, supos- 
tamente o resultado de influencias ambientais (Fig. 25.2 b). 
Cruzando as duas linhagens, East obteve uma Fi que tinha 
um tamanho de corola intermediario e aproximadamente a 
mesma quantidade de variagao que ele vira dentro de cada 
uma das linhagens parentais. Quando East entrecruzou plan¬ 
tas de Fi, ele obteve uma F 2 com corolas mais ou menos do 
mesmo tamanho, em media, que ele viu na Fi. Entretanto, 
as plantas de F 2 eram muito mais variaveis que as de Fi. Essa 
variabilidade decorria de duas fontes: (1) a segregagao e a 
distribuigao independente de pares de diferentes alelos que 
controlam o tamanho da corola e (2) fatores ambientais. East 
endocruzou algumas plantas de F 2 para produzir uma F 3 e 
observou menos variagao dentro das diferentes linhagens de 
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Fig. 25.2 ■ (a) Flores de tabaco mostrando a 
corola longa. ( b ) Heranga de tamanho da corola 
em tabaco. Pelo menos cinco genes parecem 
estar envolvidos. 
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F 3 do que na F 2 . A quantidade reduzida de variagao den- 
tro das linhagens F 3 supostamente resultava da segregagao 
de menos diferengas alelicas. Assim, o padrao complexo de 
heranga que East observou no tamanho da corola podia ser 
explicado por uraa combinagao de segregagao genetica e in¬ 
fluences ambientais. _ 

Quantos genes estavam envolvidos na determinagao do 
tamanho da corola nas linhagens de tabaco de East? Pode- 
mos fazer uma suposigao grosseira comparando as plantas de 
F 2 com cada uma das linhagens parentais endocnizadas. Su- 
ponhamos que a linhagem com as corolas mais curtas fosse 
homozigota para urn grupo de alelos e que a linhagem com 
as corolas maiores fosse homozigota para outro grupo de 
alelos. Alem disso, suponhamos que os alelos com corolas 
longas sao semidominantes, que todos os genes controlado- 
res de tamanho se distribuam independentemente e que cada 
gene faga uma contribuigao igual para o fenotipo. Se o tama- 
nho da corola fosse determinado por urn gene, com os alelos 
a (para corola pequena) e A (para corola longa), esperaria- 
mos que 1/4 das plantas F 2 tivessem corolas pequenas (como 
a linhagem parental pequena) e 1/4 tivessem corolas longas 
(como a linhagem parental longa). Se dois genes determi- 
nassem o tamanho da corola, esperarfamos 1/16 das plantas 
F 2 assemelhando-se ao genitor com corola pequena e 1/16 
assemelhando-se ao genitor com corola longa. Se tres genes 
estivessem envolvidos, a freqiiencia de cada tipo parental na 
p 2 seria de 1/64 e, se quatro genes estivessem envolvidos, ela 
seria de 1/256. Com cinco genes, as ffeqiiencias parentais 
na Fi seriam cada uma de 1/1.024. East estudou 444 plantas 
de F' e falhou em encontrar ate mesmo uma com urn dos 
fenotipos parentais. Essa falha pareceria excluir a hipotese 
de quatro ou menos genes controlando o tamanho da corola. 
Assim, podemos concluir que pelo menos cinco genes sao 
responsaveis pela diferenga no tamanho da corola entre duas 
linhagens endocruzadas de East. 



Propensao 

Fig. 253 ■ Um modelo para expressao de uma caracteristica com 
limiar. Quando a variavel subjacente, a “propensao', atinge urn valor 
de limiar, a caracteristica e expressa. Supoe-se que essa variavel e 
distribuida continuamente na popula^ao. 


mado de caracteristica com limiar (Fig. 25.3). A variavel 
subjacente e uma fungao de fatores no genotipo bem como 
fatores no ambiente. Algumas pessoas possuem alelos que 
as predispoem a desenvolver fenda labial. Ha, de fato, uma 
“tendencia” genetica a desenvolver a condigao. Entretanto, 
apenas pessoas cuja tendencia ultrapassa o limiar de fato es- 
tao em risco. 

Em humanos, a evidencia de que caracteristicas tais como 
fenda labial sao influenciadas por fatores geneticos vem de 
comparagoes entre parentes, especialmente gemeos. Ocasio- 
nalmente, um zigoto humano divide-se e forma dois zigotos 
o-eneticamente identicos. Os individuos que se desenvolvem 
destes zigotos sao referidos como gemeos monozigoticos 
(JVIZ). Eles compartilham 100% de seus genes. Mais fre- 
qiientemente, dois ovocitos fertilizados independentemente 
se desenvolvem ao mesmo tempo no utero matemo. Esses 
gemeos dizigoticos (DZ) sao tao parecidos quanto irmaos 
comuns. Assim, eles compartilham 50% de seus genes. Por 


Caracteristicas com Limiar 

As caracteristicas de variagao continua tais como tamanho 
da corola, cor do grao e tamanho da fava sao controladas por 
varios fatores, tanto geneticos quanto ambientais. Geneti- 
cistas descobriram que algumas caracteristicas descontinuas 
tambem parecem ser multifatoriais. Por exemplo, alguns 
seres humanos nascem com fenda labial, uma condigao cau- 
sada por um erro no desenvolvimento embrionano. Em- 
bora estudos familiais tenham sugerido que a fenda labial 
e conseqiiencia de fatores geneticos e ambientais, ela nao 
e uma caracteristica quantitativa no sentido usual. Pessoas 
a expressam ou nao. Entretanto, os fatores geneticos e am¬ 
bientais que predispoem uma pessoa a apresenta-la parecem 
variar quantitativamente. Assim, embora a fenda labial se 
manifeste descontinuamente, sua variagao subjacente parece 
ser continua. Os geneticistas tern uma teoria de que, quando 
a variavel subjacente excede um determinado nivel, a carac¬ 
teristica aparece. Este tipo de caracteristica e portanto cha- 


causa de sua identidade genetica, esperamos que os gemeos 
MZ sejam fenotipicamente mais similares que os DZ. A si- 
milaridade quanto a uma caracteristica tal como fenda la¬ 
bial e avaliada determinando-se a taxa de concordancia - a 
fragao de pares de gemeos em que ambos os gemeos exi- 
bem uma caracteristica entre pares que se manifesta em pelo 
menos um deles. Para fenda labial ie concordancia 

foi estimada em cerca de 40% para gemeos MZ e cerca de 
4% para gemeos DZ. A taxa de concordancia muito maior 
para gemeos MZ sugere fortemente que fatores geneticos 
influenciam uma probabilidade de um individuo nascer com 
fenda labial. 

Doengas mentais como esquizofrenia e disturbio mam- 
aco-depressivo tambem podem ser vistas como caracteris¬ 
ticas com limiar. Para esquizofrenia, a taxa de concordan¬ 
cia varia de 30 a 60% para gemeos MZ e de 6 a 18% para 


'N.T.: No initio, porque depois, em conseqiiencia de mutagoes, come ? am 
a diferir e nao sao mais 100% iguais. 
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gemeos DZ. Para disturbio manfaco-depressivo, a taxa de 
concordancia e de 70-80% para gemeos MZ e cerca de 20% 
para gemeos DZ. Assim, estudos de gemeos sugerem que 
ambas estas doengas mentais sao influenciadas por fatores 
geneticos. 

mm P0NT0S1MP0RTANTES 

■ As semelhangas entre parentes e respostas a cruzamentos se- 
letivos indicam que caracterfsticas complexas tem uma base 
genetica. 

■ Algumas caracterfsticas complexas podem ser quantificadas 
para permitir analise com base em princfpios mendelianos. 

■ Muitos fatores geneticos e ambientais influenciam a variagao 
observada em caracterfsticas quantitativas. 

■ Segregates fenotfpicas podem fornecer um meio para esti- 
mar o numero de genes que influenciam uma caracterfstica 
quantitativa. 

■ Caracterfsticas que se manifestam quando uma variavel contf- 
nua subjacente (a “propensao”) atinge um valor limiar podem 
ser influenciadas por fatores geneticos. 

■ Em humanos, a evidencia de que uma caracterfstica limiar tem 
uma base genetica vem de estudos de gemeos. 

■ A taxa de concordancia e a fragao de pares de gemeos em que 
ambos os gemeos exibem uma caracterfstica entre pares que se 
manifesta em pelo menos um deles. 


ESTATISTICAS DE GENETICA QUANTITATIVA 

As distributors de frequences de caracterfsticas 
quantitativas podem ser caracterizadas por estatfsticas 
simples. 

O marco de caracterfsticas quantitativas e que elas va¬ 
riant continuamente em uma populagao de indivfduos. Este 
tipo de variagao cria um problema grande para o geneticista. 
As proporgoes de segregagao sao dificeis, ou mesmo impos- 
sfveis, de discernir por que o numero de fenotipos e grande, e 
um fenotipo mistura-se imperceptivelmente com o seguinte. 
Para caracterfsticas de variagao quantitativa, analises gene- 
ticas rotineiras do tipo que fizemos com a cor das sementes 
em ervilhas e com disturbios humanos tais como albinismo 
estao fora de questao. Para estes tipos de caracterfsticas, de- 
vemos recorrer a um modelo diferente de analise, aquela 
que seja baseada em describes estatfsticas do fenotipo em 
uma populagao. Nas segoes que se seguem, introduzimos os 
conceitos estatfsticos basicos que sao necessarios para este 
tipo de analise. 

Distributes de Frequencia 

A primeira etapa no estudo de qualquer caracterfstica quan¬ 
titativa e coletar as medidas da caracterfstica de pessoas em 
uma populagao. Geralmente, apenas pequena fragao de to- 


dos os indivfduos na populagao pode ser medida. Nos cha- 
mados este grupo de amostra. Os dados da amostra podem 
ser apresentados graficamente como uma distribuigao de 
freqiiencia. No grafico, o eixo horizontal, ou x, mede os 
valores da caracterfstica. Este eixo e dividido em intervalos 
regulates que permitem classificar cada indivfduo na popula- 
gao quanto a caracterfstica. Assim, cada observagao na amos¬ 
tra pode ser colocada em um dos intervalos do eixo x. O eixo 
vertical, oujy, mede a frequencia das observagoes dentro de 
cada intervalo. 

A Figura 25.4 mostra as distribuigoes de frequencia que 
foram obtidas em um estudo genetico de trigo. Os pesqui- 
sadores mediram o tempo que o trigo leva para amadurecer. 
Quatro populagoes diferentes de trigo foram cultivadas em 

a : Tempo 
mpdin de 



A 


50 55 60 65 70 75 80 

Tempo de maturacao (em dias) 

Fig. 25.4 ■ Distribuigoes de frequencia e estatfstica descritiva de 
tempo de maturidade em quatro populagoes de trigo. A e B sao 
linhagens endogamicas que foram cruzadas para produzir hfbridos F]. 
Plantas Ft foram entrecruzadas para produzir uma F 2 . Sementes de 
todas as quatro populagoes foram plantadas na mesma estagao para 
determinar o tempo de maturidade. Em cada caso, os dados foram 
obtidos de 40 plantas. Sao citadas a media (X), a moda (seta vazada), 
a variancia (s 2 ) e o desvio padrao (s). 
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um teste na mesma estagao, e 40 plantas de cada populagao 
foram monitoradas ate que o topo dos graos amadureces- 
sem. O tempo de maturagao de cada planta foi registrado 
em dias. Duas das populagoes (A e B) eram linhagens endo- 
cruzadas e uma era uma F i produzida por cruzamento destas 
duas linhagens. A quarta populagao era uma F 2 produzida 
por cruzamento de plantas de Fi. 

As duas linhagens parentais A e B eram variedades al- 
tamente endocruzadas que eram totalmente, ou quase to¬ 
talmente, homozigotas. Como indicam as distribuigoes de 
freqiiencia, a linhagem A amadureceu rapidamente e a linha- 
gem B lentamente. A falta de superposigao fenotipica entre 
as amostras destas duas linhagens demonstra sua distingao 
genetica. Aparentemente, as linhagens A e B eram homozi¬ 
gotas para alelos diferentes de genes que controlam o tempo 
de maturagao. Dentro de cada linhagem, entretanto, ainda 
havia alguma variagao fenotipica, supostamente o resultado 
de diferengas microambientais dentro do teste. 

As distribuigoes das amostras de Fi e F 2 indicam que es- 
tas populagoes tinham tempos de maturagao intermediaries. 
Sua posigao intermediary no eixo x sugere que os alelos 
controladores do tempo de maturagao sao semidominantes. 
Observe que a distribuigao da amostra de F 2 e consideravel- 
mente mais larga que a de Fi. A variabilidade adicional vista 
na populagao F 2 reflete a segregagao genetica que ocorre 
quando as plantas Fi sao reproduzidas. Exploraremos agora 
os modos pelos quais geneticistas quantitativos resumem os 
dados em uma distribuigao de freqiiencia. 

As Classes Media e Modal 

As caracterfsticas essenciais de uma distribuigao de ffeqiien- 
cia podem ser resumidas por estatisticas simples calculadas 
a partir dos dados. Uma dessas estatisticas simples e cha- 
mada media. Ela nos da o “centro” da distribuigao - o valor 
“tipico”. Nos calculamos a media da amostra (X) somando 
todos os dados na amostra e dividindo pelo numero total de 
observagoes ( 12 ). Em notagao matematica, a media e: 

X= (!X k )/n 

A letra grega Z nesta formula e uma abreviagao matematica 
da soma de todas as medidas individuals na amostra; logo, 
Z Xj = (Xi + X 2 + X 3 + ... X n ), onde representa a k . a das 
n observagoes individuals. Na Figura 25.4, as posigoes das 
medias das amostras sao indicadas por triangulos abaixo das 
distribuigoes; os valores numericos dessas medias sao dados 
a direita. As medias das amostras Fi e F 2 sao 62,20 e 63,72 
dias, respectivamente. Ambas sao um pouco menos que a 
media das medias das duas populagoes parentais endocruza¬ 
das (64,16 dias). 

A classe modal em uma amostra e a classe que contem a 
maioria das observagoes. Como a media, ela tambem capta 
o “centro” da distribuigao. Na Figura 25.4, as classes modais 
sao indicadas por setas curtas. Vemos que em cada uma das 



Fig. 25.5 ■ Uma distribuigao de freqiiencia normal mostrando 
a porcentagem de medidas dentro de 1, 2 e 3 desvios padroes da 
media. 


distribuigoes a media esta dentro ou bem perto da classe 
modal. Esta coincidencia reflete a simetria das distribuigoes. 
Em cada caso, numeros mais ou menos iguais de observa¬ 
goes estao acima e abaixo da media e da classe modal. Nem 
todas as distribuigoes tern esta caracteristica. Algumas es¬ 
tao desviadas, com a maioria das observagoes agrupadas em 
uma extremidade e apenas algumas na outra extremidade 
formando uma longa cauda. Estatisticos desenvolveram uma 
ampla teoria sobre um tipo particular de distribuigao sime- 
trica chamada distribuigao normal (Fig. 25.5). Neste modo 
de distribuigao em forma de sino, a media e a classe modal 
estao situadas exatamente no centro. Em geral, as distribui¬ 
goes dos dados da amostra aproximam-se da forma de uma 
distribuigao normal. Assim, podemos aplicar a ampla teoria 
sobre distribuigoes normais para analisar tais dados. 

A Variancia e 0 Desvio Padrao 

Os dados em uma distribuigao de freqiiencia podem ser dis¬ 
perses ou podem estar agrupados. Para medir a distribuigao 
dos dados em uma distribuigao de freqiiencia, usamos uma 
estatfstica chamada variancia. Os dados que estao ampla- 
mente dispersos produzem um grande valor para a variancia, 
enquanto os dados que estao muito agrupados produzem 
um pequeno valor. A variancia da amostra, indicada por r, e 
calculada pela formula 

s 2 = UX k -X) 2 /(ti- 1) 

Nesta formula, (X/, - X ) 2 e o quadrado da diferenqa entre 
a observagao Fea media da amostra (geralmente chamada 
de desvio quadrado da media), e a letra grega Z indica que to- 
dos os desvios quadrados estao somados. A soma dos desvios 
quadrados e obtida dividindo-se por n - 1. (Por motivos tec- 
nicos, o divisor e um a menos que o tamanho da amostra.) 
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Devemos notar duas caracteristicas da variancia. Primeira, 
ela mede a dispersao de dados ao redor da media. Quando 
nos calculamos a variancia, tomamos a media para ser o valor 
central da distribuigao e encontramos a diferenga entre ela e 
cada uma das observagoes na amostra. Segunda, a variancia e 
sempre positiva. Quando calculamos a variancia, determina- 
mos o quadrado da diferenga entre cada observagao e a media 
e entao somamos os quadrados das diferengas. Como cada um 
dos quadrados das diferengas e positivo, a variancia, calculada 
pela soma dos quadrados das diferengas, tambem e positiva. 

Embora a variancia tenha propriedades matematicas de- 
sejaveis, ela e diffcil de interpretar porque as unidades de 
medidas estao ao quadrado (por exemplo, s 2 = 2,88 dias 2 ). 
Conseqiientemente, uma outra estatistica, chamada desvio 
padrao, em geral e usada para descrever a variabilidade de 
uma amostra. O desvio padrao (s) e a raiz quadrada da vari¬ 
ancia da amostra 

r = V? 

Esta estatistica e mais facil de interpretar do que a variancia 
porque e expressa nas mesmas unidades que as medidas ori¬ 
ginal. 

As variancias e desvios padroes das quatro populagoes de 
trigo sao fornecidas na Figura 25.4. A populagao F 2 tern a 
maior variancia e o maior desvio padrao, sem duvida porque 
esta segregando alelos que controlam o tempo de maturagao. 
Nas plantas de F 2 , tanto diferengas geneticas quanto ambien- 
tais produzem a variabilidade observada. Nas outras popu- 
lagoes, a maioria da variagao observada ou toda ela se deve 
apenas a fatores ambientais. Cada uma das duas linhagens pa- 
rentais e altamente endocruzada, e espera-se, portanto, que 
sejam homozigotas para a maioria de seus genes. As plantas de 
Fj sao heterozigotas para os alelos que sao diferentes nas duas 
linhagens parentais, mas todas elas tern o mesmo genotipo. 
Assim, nem nas linhagens parentais nem na F] esperamos en- 
contrar muita variagao genetica entre plantas. Em uma segao 
mais adiante, veremos como avaliar esta parte da variancia 
em uma caracterfstica quantdtativa que resulta de diferengas 
geneticas entre indivfduos em uma populagao. 

Como mencionado anteriormente, a distribuigao de uma 
caracterfstica quantitativa em geral parece uma distribuigao 
normal. A forma e a posigao de uma distribuigao normal sao 
totalmente especificadas por sua media e seu desvio padrao. 
Assim, se soubermos apenas a media e o desvio padrao de 
uma caracterfstica quantitativa e supusermos que a caracte¬ 
rfstica tern distribuigao normal, podemos construir a forma 
aproximada da distribuigao da caracterfstica. Nesta distri¬ 
buigao, 66% das medidas ficarao dentro de um desvio pa¬ 
drao da media, 95% ficarao dentro de dois desvios padroes 
da media e 99% ficarao dentro de tres desvios padroes da 
media (Fig. 25.5). 

mm PONTOSIMPORTANTES 

M A media (X = (XX/J/njea classe modal apontam para o centro 

de uma distribuigao de frequencia. 


■ A variancia (s 2 = T(X k - X) 2 /(n - 1) e o desvio padrao 
s = v7 sao estatisticas que indicam a extensao na qual os 
dados estao distribuidos ao redor da media em uma distribui¬ 
gao de frequencia. 


ANAUSE DE CARACTERISTICAS 
QUANTITATIVAS 

Os geneticistas quantitativos enfocam suas analises na 
variabilidade fenotipica medida pela variancia. 

Nesta segao, veremos como as estatisticas sao usadas na 
analise genetica de caracteristicas quantitativas. O objetivo 
da analise e a divisao da variagao observada na caracterfstica 
em componentes genetico e ambiental e entao o emprego do 
componente genetico para fazer previsoes sobre os fenotipos 
da prole de determinados cruzamentos. 

A Hipotese de Fatores Multiplos 

A ideia principal na genetica quantitativa e que as carac- 
terfsticas sao controladas por muitos fatores diferentes 
no ambiente e no genotipo. Esta hipotese de fatores 
multiplos emergiu na segunda decada do seculo vinte 
pelas investigagoes experimentais de E. M. East, W. Jo- 
hannsen, H. Nilsson-Ehle e outros. Entretanto, foi um 
teorico, R. A. Fisher, quern cristalizou a hipotese de fa¬ 
tores multiplos em sua forma moderna. Fisher fez este 
trabalho durante a Primeira Guerra Mundial, enquanto 
ele estava ensinando em uma escola na Gra-Bretanha. 
Sua analise teorica foi publicada em 1918, o ano em que 
a guerra acabou. 

Fisher formulou a hipotese de que um determinado va¬ 
lor de uma caracterfstica quantitativa, T, e o resultado da 
influencia combinada de fatores geneticos e ambientais. Ele 
representou os efeitos destes fatores como desvios da media 
geral da populagao: 

T=^+g+e 

Nesta equagao, a letra grega p representa a media da popu- 
lagao, g representa o desvio da media que resulta de fatores 
geneticos e e representa o desvio da media que e decorrente 
de fatores ambientais. No esquema de Fisher, a posigao de 
um determinado valor da caracterfstica, T, na populagao 
depende dos fatores geneticos e ambientais que a afetaram 
(Fig. 25.6). Alguns fatores produzem grandes valores de T 
e alguns produzem pequenos valores de T. Para cada indi- 
vfduo, estes fatores sao diferentes. Alem disso, Fisher des- 
tacou que varios fatores estao envolvidos. Ele formulou a 
hipotese de que muitos genes contribuem para uma caracte¬ 
rfstica quantitativa e acreditou que muitos aspectos do am¬ 
biente tambem fazem contribuigoes. Hoje em dia, dizemos 
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Fig. 25.6 ■ Fenotipos quantitativos e os desvios de medidas 
individuals da media da populagao. Cada desvio individual 
supostamente consiste em um desvio devido a seu genotipo (g) 
e um desvio devido a seu ambiente (e). 


Figura 25.4. A variancia fenotfpica total desta populagao ( If) 
e 14,26 dias'. Em termos da equagao da variancia de Fisher, 
este total pode ser representado como a soma de uma variancia 
genetica (V g ) e uma variancia ambiental (If), ambas as quais 
devem ser estimadas usando-se outros dados. Para estimar a 
variancia ambiental, podemos usar os dados das populates pa¬ 
rental e Fi. As populacoes parentais sao geneticamente unifor¬ 
mes porque sao ambas endogamicas. A populacao Fi tambem 
e geneticamente unifonne porque foi criada por cruzamento 
das duas populacoes endocruzadas. Espera-se que todas as 
plantas de ¥\ sejam identicamente heterozigotas para os genes 
que diferem nas populates parentais endocruzadas. Devido a 
esta uniformidade genetica, a variabilidade que vemos em cada 
uma destas tres populagoes deve refletir diferengas resultantes 
de efeitos ambientais. Para obter um valor representative para 
V e , podemos fazer a media das variancias destes grupos: 

K =(v A +v B +v F1 )n 

= (1,92 dia 2 + 2,05 dias 2 + 2,88 dias 2 )/3 

= 2,28 dias 2 


que uma caracterfstica que e controlada por muitos genes e 

poligenica.* 

Parti^ao da Variancia Fenotfpica 

Com estas ideias simples, Fisher foi capaz de desenvolver 
um procedimento para analisar a variabilidade de uma ca- 
racterfstica quantitativa em termos de fatores contribuintes 
geneticos e ambientais. Para medir a variabilidade da carac¬ 
terfstica, ele enfocou a estatfstica que chamamos de varian¬ 
cia. Especificamente, ele descobriu como dividir a variancia 
geral da caracterfstica em dois componentes da variancia, 
um que mede os efeitos das diferengas geneticas entre indivf- 
duos e outro que mede os efeitos das diferengas ambientais. 
Assim, na analise de Fisher, a variancia de uma caracterfstica 
quantitativa, representada por Vj, e igual a soma de uma 
variancia genetica , representada por V g , e uma variancia am¬ 
biental, representada por V e : 

v T = v g + v e 

Nesta equagao de variancia, a variancia da caracterfstica 
quantitativa, Vj, geralmente e referida como variancia feno- 
tipica total. 

Uma discussao sobre o metodo de Fisher de dividir a 
variancia fenotfpica total em seus componentes genetico e 
ambiental esta alem do escopo deste livro. Entretanto, este 
metodo tern sido usado em muitos contextos diferentes e 
deu origem a uma tecnica estatfstica geral chamada de analise 
ele variancia. 

Para entender a ideia basica, vamos partir a variancia do 
tempo de maturagao na populagao F 2 de trigo mostrada na 


Com esta estimativa da variancia ambiental, podemos agora 
estimar V g por subtragao da variancia total Vp 

V g = V T -V e 

= 14,26 dias 2 - 2,28 dias 2 
= 11,98 dias 2 

Assim, a variancia fenotfpica total para o tempo de matura¬ 
gao na F 2 da populagao de trigo foi dividida em dois com¬ 
ponentes: 

V T = V g +V e 

14,26 dias" = 11,95 dias 2 + 2,28 dias 2 

A partir desta pardgao, vemos que a maior parte da variancia no 
tempo de maturagao da populagao F 2 de trigo se deve a diferen¬ 
gas geneticas entre os indivfduos. Essa variabilidade genetica 
surgiu da segregagao e distribuigao de genes quando as plantas 
de Fj foram reproduzidas. Tais plantas eram heterozigotas para 
genes que diferem nas populagoes parentais. Quando elas se 
reproduziram, a segregagao e a distribuigao produziram uma 
gama de genotipos - tres genotipos distintos para cada gene he- 
terozigoto. A variagao que vemos na F 2 resulta primariamente 
de diferengas fenotfpicas entre esses genotipos. 

Herdabilidade em Sentido Amplo 

Geralmente, e informativo calcular a proporgao da variancia 
fenotfpica total que e oriunda de diferengas geneticas entre 
indivfduos em uma populagao. Esta proporgao e chamada 
de herdabilidade em sentido amplo, representada por H 2 . 
Em termos dos componentes da variancia de Fisher, 

H 2 = V g /V T 

= v g /(v g +K) 


*N.T.: Poligenico nao e sindnimo de multi fatorial. 
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O sfmbolo da herdabilidade em sentido amplo, H 2 , e escrito 
com o expoente 2 para nos lembrar que esta estatistica e 
calculada a partir de variancias, que sao quantidades ao qua- 
drado. 

Em virtude do modo como ela e calculada, a herdabi¬ 
lidade em sentido amplo deve situar-se entre 0 e 1. Se for 
proxima de 0, pouco da variabilidade observada na popula- 
gao e atribuivel a diferengas geneticas entre indivfduos. Se 
for proxima de 1, a maior parte da variabilidade observada 
e atribuivel a diferengas geneticas. A herdabilidade em sen¬ 
tido amplo resume, portanto, as contribuigoes relativas de 
fatores geneticos e ambientais para a variabilidade observada 
em uma populagao. Entretanto, e importante notar que esta 
estatistica e especifica da populagao. Para uma determinada 
caracterfstica, populagoes diferentes podem ter valores dife- 
rentes da herdabilidade em sentido amplo. Assim, a herda¬ 
bilidade em sentido amplo de uma populagao nao pode ser 
automaticamente suposta como representativa da herdabili¬ 
dade em sentido amplo de outra populagao. 

Na populagao F 2 de trigo, H 2 = 11,98/14,26 = 0,84. Este 
resultado nos diz que nesta populagao 84% da variabilidade 
observada no tempo de maturagao do trigo se deve a diferen¬ 
gas geneticas entre indivfduos. Entretanto, nao nos diz o que 
sao estas diferengas. A variancia genetica da qual a herdabi¬ 
lidade depende em sentido amplo inclui todos os fatores que 
fazem com que os genotipos tenham fenotipos diferentes: os 
efeitos de alelo individuais, as relagoes de dominancia en¬ 
tre alelos e as interagoes epistaticas entre genes diferentes. 
No Cap. 4, vimos como tais fatores influenciam os feno¬ 
tipos. Nas duas segoes seguintes, veremos que, separando 
estes componentes de variabilidade genetica e enfocando os 
componentes que envolvem os efeitos de alelos individuais, 
podemos prever os fenotipos da prole a partir dos fenotipos 
de seus genitores. 

Herdabilidade em Sentido Restrito 

A capacidade de fazer previsoes em genetica quantitativa de¬ 
pende da quantidade de variagao genetica que decorre dos 
efeitos de alelos individuais. A variagao genetica que resulta 
dos efeitos de dominancia e epistasia tern pouco poder pre- 
ditivo. 

Para ver como a dominancia limita a capacidade de fazer 
previsoes, considere os tipos sangfifneos ABO em humanos 
(Quadro 4.1, no Cap. 4). Esta caracterfstica e determinada 
estritamente pelo genotipo; a variagao ambiental nao tern 
efeito sobre o fenotipo. Entretanto, por causa da domi¬ 
nancia, dois indivfduos com o mesmo fenotipo podem ter 
genotipos diferentes. Por exemplo, uma pessoa com grupo 
sangufneo tipo A pode ser ou ou I i. Se duas pessoas 
com sangue tipo A produzem um filho, nao podemos prever 
exatamente que fenotipo a crianga tera. Ela podera ser do 
tipo A ou do tipo O, dependendo dos genotipos dos genito¬ 
res. Entretanto, sabemos que ela nao tera tipo B ou tipo AB. 
Assim, embora possamos fazer algum tipo de previsao sobre 


o fenotipo da crianga, a dominancia impede-nos de fazer 
uma previsao exata. 

Nossa capacidade de fazer previsoes sobre um fenotipo 
da prole e melhorada em situagoes em que os genotipos nao 
sao confundidos por dominancia. Considere, por exemplo, 
a heranga de cor da flor em boca-de-leao, Antin r hinum ma- 
jus. As flores nesta planta sao brancas, vermelhas ou rosa, 
dependendo do genotipo (Fig. 3.10, no Cap. 3). Como nos 
tipos sangiifneos ABO, a variagao na cor da flor nao tern 
nenhum componente ambiental, e toda a variancia resulta 
de diferengas geneticas. Entretanto, para a caracterfstica 
cor da flor, o fenotipo de um indivfduo e determinado sem 
as complicagoes de dominancia. Uma planta com dois ale¬ 
los w tern flores brancas, uma planta com um alelo w e um 
W tern flores rosa e uma planta com dois alelos W tern 
flores vermelhas. Neste sistema, o fenotipo depende sim- 
plesmente do ntimero de alelos W presentes. Cada alelo W 
intensifica a cor em uma quantidade fixa. Assim, podemos 
dizer que os alelos que contribuem para a determinagao 
da cor contribuem para o fenotipo dejmodo estritamente 
aditivo. Essa aditividade melhora nossa capacidade de fa¬ 
zer previsoes em cruzamentos entre plantas diferentes. Um 
cruzamento entre duas plantas vermelhas produz apenas 
prole vermelha; um cruzamento entre duas plantas brancas 
produz apenas prole branca; e um cruzamento entre plan¬ 
tas vermelhas e brancas produz apenas prole rosa. A unica 
incerteza e em um cruzamento entre dois heterozigotos, e 
neste caso a incerteza e decorrente de segregagao mende- 
liana, e nao de dominancia. 

Os geneticistas quantitativos distinguem variancia gene¬ 
tica resultante de alelos que atuam aditivamente (como estes 
no exemplo de cor da flor que citamos) de variancia genetica 
que e oriunda de dominancia. Estes componentes da varian¬ 
cia sao representados como: 

V a = variancia genetica aditiva 
Vd = variancia de dominancia 

Alem disso, os geneticistas definem um terceiro componente 
da variancia que mede a variagao devida a interagoes epistati¬ 
cas entre alelos de genes diferentes: 

Vi = variancia epistatica 

Interagoes epistaticas, como a dominancia, sao de pouca 
ajuda na previsao de fenotipos. 

Juntos, estes tres componentes da variancia constituem a 
variancia genetica total: 

v g =K + v d +v t 

Se lembrarmos que Vj = V g + V e , podemos expressar a va¬ 
riancia fenotipica total como a soma de quatro componentes: 


Vt-K + Vs+k+k 
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Destes quatro componentes da variancia, apenas a variancia 
genetica aditiva, V a , e util em prever os fenotipos da prole a 
partir dos fenotipos de seus genitores. Esta variancia, como 
fragao da variancia fenotfpica total, e denominada herdabi- 
lidade em sentido restrito, simbolizada por h 2 . Assim, 

h 2 =V a /V T 

Da mesma forma que a herdabilidade em sentido amplo, 
h 2 situa-se entre 0 e 1. Quanto mais perto de um, maior a 
proporgao da variancia fenotfpica total que e variancia ge¬ 
netica aditiva e maior nossa capacidade de prever o feno- 
tipo da prole. O Quadro 25.1 fornece algumas estimativas 
da herdabilidade em sentido restrito para varias caracte- 
rfsticas. A estatura humana e altamente variavel, mas o 
tamanho da prole em porcos nao e. Assim, se soubermos 
os fenotipos parentais, seremos mais capazes de prever a 
altura de uma prole humana do que o tamanho dos filhotes 
de um porco. 

Previsao de Fenotipos 

Para compreender melhor o significado da herdabilidade 
em sentido restrito, consideremos a situagao diagramada na 
Figura 25.7. Michael (M) e Frances (F) fizeram um teste 
padrao de inteligencia, e foi determinado seu coeficiente de 
inteligencia (QI). O valor de Michael e 110 e o de Frances 
e 120. O valor medio de QI da populagao e 100. Michael e 
Frances tiveram um filho, Oswald (O), que foi dado para 
adogao quando nasceu, e os pais adotivos quiseram prever 
o QI de Oswald. Se o QI nao tivesse componente gene- 
tico, nossa melhor estimativa para o QI de Oswald seria 100, 
a media da populagao. Nao temos meios para prever que 
tipo de ambiente domiciliar Oswald recebera e portanto nao 
podemos prever que tipos de fatores nao geneticos irao in- 
fluenciar seu desenvolvimento mental. Nem podemos usar 
o QI de Michael e Frances para prever nada sobre o QI de 
Oswald, pois, por suposigao, os genes que deram a ele nao 
teriam nada a ver com o desenvolvimento mental. Entre- 
tanto, varios estudos indicaram que a variagao nos valores de 


QUADRO 25.1 


Estimativas de Herdabilidade em Sentido Restrito [h 2 ) para 
Caracteristicas Quantitativas 

Caracteristica 

h 2 

Estatura em seres humanos 

0,65 

Produgao de leite em gado 

0,35 

Tamanho da prole em porcos 

0,05 

Produgao de ovos em galinhas 

0,10 

Tamanho da cauda em camundongos 

0,40 

Tamanho do corpo em Drosophila 

0,40 


Fonte: D. S. Falconer. 1981. Introduction to Quantitative Genetics. 2~ ed., 
p. 51. Longman, London. 



To 

106 


Fig. 25.7 ■ Previsao de um fenotipo da prole com base nos 
fenotipos de seus genitores e na herdabilidade em sentido restrito 
da caracteristica. Apenas parte do desvio do valor medio parental 
(7» da media da populagao e herdavel. A magnitude desta parte e 
determinada pela herdabilidade em sentido restrito. 


QI tern um componente genetico. De fato, a herdabilidade 
em sentido restrito do QI foi estimada em cerca de 0,4, isto 
e, cerca de 40% da variagao observada nos valores de QI se 
deve aos efeitos aditivos de alelos. Podemos usar esta estatfs- 
tica juntamente com os QI parentais para prever o valor de 
QI de Oswald? 

Vamos simbolizar os QI de Oswald, Michael e Frances 
como To, Tm e Tp, respectivamente, e representar a media 
da populagao como p. A melhor previsao do QI de Oswald 
e 

To = P + h 2 [(Tm + T f )/2 - p] 

A expressao entre parenteses, (Tm + T}?)/2, e geralmente de¬ 
nominada valor medio parental. E a media dos fenotipos dos 
dois genitores. Se representarmos o valor medio parental 
com o sfmbolo Tp, a equagao de previsao para o fenotipo de 
Oswald fica simplificada para 

To = p + b 2 [Tp- p] 

A expressao entre colchetes, [Tp - p], e a diferenga entre 
o valor medio parental e a media da populagao. O produto 
desta diferenga e a herdabilidade em sentido restrito e o des¬ 
vio previsto do fenotipo da prole da media da populagao. De 
fato, a herdabilidade no sentido restrito traduz a diferenga 
entre o valor medio parental e a media da populagao em uma 
diferenga “herdavel” que podemos esperar ver na prole. Adi- 
cionando esta diferenga herdavel a media, podemos prever o 
fenotipo da prole. 
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[NFOQUE JECNICO: Selecao Artificial 


A selegao artificial e uma pratica padrao para melhorar o cultivo 
de plantas e criagao de animais. Entretanto, a melhoria geralmente 
e lenta porque o tempo de geragao de especies significativas do 
ponto de vista da agricultura e tipicamente medido em anos, e 
nao em semanas ou meses. Para estudar a eficacia da selegao ar¬ 
tificial. Franklin Enfield e seus colaboradores fizeram amplos ex- 
perimentos com um animal de laboratorio, o besouro da farinha, 
Tribolium castaneum (Fig. 1). Nestes experiments, Enfield sele- 
cionou quanto a tamanho corporeo aumentado. Ele mediu o peso 
dos animais no estagio de pupa e selecionou as pupas mais pesa- 


Fig.l ■ Tamanhos contrastantes do besouro da farinha. O besouro 
menor e de um estoque padrao de um laboratorio. O besouro 
maior mostra o resultado de mais de 120 geragoes de selegao para 
tamanho corporeo aumentado. 


das para serem genitoras da geragao seguinte. Este processo foi 
continuado por 125 geragoes. No comego do experiment, o peso 
das pupas individualmente variava de 1.800 a 3.000 jig, a media 
era de 2.400 ug e a variancia era de 40.000 jig 2 . Apos 125 geragoes 
de selegao, o peso medio de pupas tinha aumentado para 5.800 
jig, mais que o dobro da media da populagao inicial (Fig. 2a). Alem 
disso, nenhum dos individuos na populagao selecionada era tao 
pequeno quanto os maiores individuos na populagao inicial origi¬ 
nal (Fig. 2b). Esta completa falta de superposigao nas distributes 
de frequencia indica que a constituigao genetica da populagao foi 
radicalmente alterada. 

Para obter este incrivel resultado, Enfield usou uma selegao 
diferencial de 200 jig em cada geragao. Inicialmente, a herdabi- 
lidade em sentido restrito para o peso das pupas foi estimada 
em cerca de 0,3. Assim, a resposta prevista a selegao foi de 0,3 
X 200 jig = 60 jig por geragao (veja Fig. 25.8). Para as primeiras 
40 geragoes, isso foi aproximadamente o que Enfield observou. 
Entretanto, a resposta cumulativa durante essa epoca foi 2.000 
jig, um pouco menos que os 2.400 jig esperados (60 jig/geraqao x 
40 geragoes). Esta discrepancy foi devida a fatores que reduziram 
a eficiencia da selegao, incluindo variaveis como infertilidade en- 
tre os individuos selecionados. Assim, embora a herdabilidade em 
sentido restrito seja um previsor razoavelmente bom da resposta 
a selegao durante algumas geragoes, a longo prazo ela tende a 
superestimar essa resposta. 

As ultimas geracoes do projeto de Enfield demonstraram mar- 
cantemente este ponto. Entre as geragoes 40 e 125, a resposta 
cumulativa foi de 1.400 jig, que, embora seja impressionante, e 
muito menor que a resposta esperada de 5.100 jig (60 jig/gera- 
qao x 85 geraqoes). Enfield verificou a herdabilidade em sentido 
restrito nestas ultimas geraqoes para ver se parte da variancia ge- 


Vamos agora substituir as quantidades conhecidas para 
cada um dos termos na equagao prevista: p = 100, Tp = (110 
+ 120)/2 = 115 e h 2 = 0,4. Assim, o valor previsto para Tq e 

T 0 = 100 + (0,4)[115 - 100] 

= 106 

Este resultado nos diz que o QI de Oswald e esperado 
situar-se entre o valor medio parental (115) e a media da 
populagao (100). De fa to, ele esta em um ponto a 40% da 
distancia entre a media populacional e o valor medio pa¬ 
rental. Esses 40% correspondem a herdabilidade em sen¬ 
tido restrito (0,4). Se a herdabilidade em sentido restrito 
do QI for maior do que 0,4, o valor previsto para o QI 
de Oswald seria mais proximo do valor medio parental. 
Para uma caracteristica perfeitamente herdavel, h~ = l t 
o valor previsto para o fenotipo da prole seria igual a me¬ 


dia dos dois fenotipos parentais. Assim, a herdabilidade 
em sentido restrito e uma estatfstica critica. Ela nos diz 
a proximidade com que a prole se assemelha a media de 
seus genitores. Devemos destacar, entretanto, que o valor 
do QI que calculamos para Oswald e um valor preditivo, 
e nao um conhecido com certeza. Se fossemos procurar 
milhares de casais, cada um tendo um QI medio parental 
de valor 115, seria esperado que os QI de seus filhos for- 
mariam uma distribuicao de frequencia. O QI medio desta 
distribuigao seria de 106. Entretanto, a maioria das crian- 
gas teria valores de QI mais altos ou mais baixos, alguns 
ate mesmo mais altos que os QI de ambos os genitores e 
alguns ate mesmo mais baixos que a media populacional 
de 100. A variabilidade nesta distribuigao vein da segre- 
gagao mendeliana dos alelos que influenciam o QI e de 
fatores no ambiente. Se, por exemplo, Oswald for criado 
em um lar com pouco ou nenhum estfmulo intelectual, 
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[NFOQUE JECNIEO: Setecao Artificial 


netica aditiva tinha sido perdida durante o longo processo se- 
letivo. Para sua surpresa, ele descobriu que h 2 tinha sido apenas 
ligeiramente alterado, indicando que a popuiagao ainda reteve 
variabilidade genetica selecionavel. Uma analise mais detalhada 
demonstrou que, durante essas geragoes, a eficiencia da selegao 
foi gravemente reduzida por uma correlagao negativa entre o ta- 
manho e a capacidade reprodutiva. (Apos um certo ponto, quanto 
maior o bezouro, menos ele tem sucesso reprodutivo.) Isto redu- 
ziu a selegao diferencial efetiva e dificultou selecionar aumentos 


adicionais de tamanho. Na verdade, quando a selegao foi relaxada 
na geragao 50 e novamente na geragao 110, o peso medio da pupa 
comegou a cair ate um valor quase normal. Este resultado sugere 
que uma forga de selegao natural foi substancialmente oposta a 
selegao artificial praticada no experimento principal. As tentati- 
vas de Enfield para aumentar o peso da pupa alem de 5.800 gg 
falharam, nao por qualquer falta de variabilidade genetica, mas 
simplesmente porque a selegao artificial ultrapassou os limites 
naturais. 



0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 

Geracoes de selecao 


(a) 



Fig. 2 ■ (a) Selegao artificial para tamanho aumentado no besouro da farinha, Tribolium. O tamanho foi medido pelo peso da pupa. As 
curvas S] e S 2 mostram a resposta a selegao em duas populates replicadas. As curvas K 1A , K 2A , K 1b e K 2B mostram o que aconteceu quando 
a selegao artificial foi descontinuada em subpopulagoes que foram estabelecidas a partir de populates selecionadas. (b) Distributes 
de frequencia de peso das pupas em populates de Tribolium selecionadas para aumento de tamanho. A forma das distributes e apenas 
aproximada. As medias nas geragoes 0 e 120 sao indicadas por setas. 


com uma dieta pobre e com outras condigoes desfavora- 
veis, seu QI pode ser consideravelmente menor que 106. 
Contrariamente, em um ambiente bem estimulante, o QI 
de Oswald pode ser muito maior que 106. Previmos que 
o QI de Oswald seria de 106; entretanto, devemos ter em 
mente que este numero e uma previsao, e nao um valor 
matematicamente estabelecido. 

Selecao Artificial 

Alem de prever um fenotipo da prole, a herdabilidade em 
sentido restrito tem outro emprego: prever o resultado de 
um programa de cruzamentos seletivos em uma populagao. 
As ideias estao resumidas na Figura 25.8, que mostra a dis- 
tribuicao de ffequencias de uma caracteristica quantitativa 
entre genitores e sua prole. Na geragao parental, o valor 


medio da caracteristica e 20. Para formar a geragao seguinte, 
selecionamos os individuos na parte superior da distribuigao 
para serem os genitores. Suponhamos que a media destes 
individuos selecionados seja de 30 unidades. Podemos pre¬ 
ver o valor medio da caracteristica na prole destes genitores 
selecionados? A resposta e sim, desde que saibamos a herda¬ 
bilidade em sentido restrito da caracteristica. A equagao de 
previsao e 

T 0 = u + h 2 [T s -\i\ 

onde To e a media da prole, pea media da populagao geral, 
Ts e a media dos genitores selecionados e h 2 e a herdabilidade 
em sentido restrito. Note que esta equagao e a mesma equa¬ 
gao prevista para o fenotipo de uma unica prole, exceto que T$ 
foi substituido por Tp. Nos adaptamos a equagao de previsao 
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Fig. 25.8 ■ O processo de selegao artificial. O diferencial de 
se [ e ^ao (S) e a diferenga entre a media dos genitores selecionados e 
a media da populagao. A resposta a selegao (R) e a diferenga entre a 
media da prole e a media da populagao geral que inclui 
seus genitores. A proporgao R/S e igual a herdabilidade em 
sentido restrito. 

de prole unica para uma situagao na qual muitos genitores 
(genitores selecionados) produzem um grupo inteiro de prole, 
que entao forma a populagao na geragao seguinte. Assim, a 
nova equagao permite-nos prever como a media da populagao 
mudara mediante selegao dos individuos que serao genitores. 
Nos chamamos isto de selegao artificial. E pratica comum 
em cruzamentos de animais e plantas e, em grande parte, e 
responsavel por linhagens altamente produtivas de cultivos e 
especies em fazendas que sao usadas na agricultura de hoje. 

Podemos ver mais claramente como a selegao muda a 
media de uma caracteristica quantitativa em uma populagao 
reagrupando os termos na equagao de selegao. Apos subtrair 
p de ambos os lados da equagao e introduzir colchetes ao 
redor do termo a esquerda, temos 

[To-\l] = h 2 [T s -\i\ 

O termo entre colchetes a direita, [Ts - It], e chamado dif¬ 
ferencial de selegao. Ele constitui a diferenga entre a media 


dos genitores selecionados e a media da populagao da qual 
eles foram selecionados. O diferencial de selegao mede a 
intensidade de selegao artificial. O termo entre colchetes a 
esquerda, [T 0 - |i], e chamado resposta a selegao e constitui a 
diferenga entre a media da prole e a media de toda a popu¬ 
lagao na geragao anterior. Assim, a resposta a selegao mede 
o quanto a media da caracteristica mudou em uma geragao. 
Podemos colocar isto em termos ainda mais simples se re- 
presentarmos a resposta a selegao por Re o diferencial de 
selegao por S. Entao, 

R = h 2 S 

Assim, a resposta a selegao e o produto do diferencial 
de selegao pela herdabilidade em sentido restrito. \ol- 
temos agora a nosso exemplo; ji = 20, Ts = 30, e suponhamos 
que h 2 = 0,3. Com estes valores, S' = 10 e R = (0,3) x 10 = 3. 
Assim, T 0 = 20 + 3 = 23. Se o processo de selegao fosse re- 
petido geragao apos geragao, nos esperariamos que a media 
da populagao tivesse bom aumento. O Enfoque Tecnico: 
Selegao Artificial mostra como isto e obtido na pratica. 

Suponhamos agora que selecionemos uma mudanga em 
outra caracteristica cuja herdabilidade em sentido restrito 
seja desconhecida. Para esta caracteristica, a media da po¬ 
pulagao e 100 e a media dos genitores selecionados e 120. 
Entre a prole destes genitores, vemos que a media e 104. 
Qual e a herdabilidade em sentido restrito? Da equagao para 
a resposta a selegao, vemos que R/S = h , e, neste exemplo, R 
= 104 - 100 = 4, e S = 120 - 100 = 20. Assim, R/S = 4/20 = 0,2 
= h 2 , a herdabilidade em sentido restrito. Por este exemplo, 
vemos que a resposta a um experimento de selegao artificial 
pode ser usada para estimar a herdabilidade em sentido res¬ 
trito. 


Loci de Caracteristicas Quantitativas 

Analise estatfstica tern sido o principal eixo da genetica 
quantitativa desde a publicagao de Fisher em 1918. Com este 
tipo de analise, pesquisadores de genetica quantitativa estu- 
daram muitas caracteristicas diferentes em muitos organis- 
mos diferentes e recentemente desenvolveram tecnicas para 
identificar genes individuals que influenciam caracteristicas 
complexas. Cada gene ocupa uma posigao especifica no con- 
junto de moleculas de DNA que constituem o genoma de 
um organismo. Tais moleculas de DNA sao organizadas em 
estruturas distintas chamadas cromossomos. A posigao de 
um gene em um cromossomo e chamada locus (plural, loci), e 
o locus de um gene que influencia uma caracteristica quanti 
tativa e chamado locus de caracteristica quantitativa , abreviado 
como locus QT ou, mais simplesmente, QXL. 

Tecnicas moleculares modernas possibilitaram pesquisar 
os genomas quanto a loci Q1. Consideramos algumas destas 
tecnicas em capitulos anteriores. Os loci QT foram identifi- 
cados e mapeados em cromossomos especfficos em organis- 
mos modelos de laboratorio tais como a mosca-das-fmtas 
e o camundongo, em plantas de significado na agricultura 
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tais como milho e arroz, em animais tais como porcos e va- 
cas e em nossa propria especie. As caracteristicas que foram 
estudadas incluem mimero de cerdas na mosca-das-frutas, 
obesidade no camundongo, produtividade no cultivo de ar¬ 
roz e milho, produgao de leite no gado, gordura e taxa de 
crescimento em porcos e suscetibilidade a doengas tais como 
diabete, cancer, doengas cardiovasculares e esquizofrenia em 
seres humanos. 

Comegamos este capftulo com uma historia sobre do- 
enga cardiovascular, que e a principal causa de morte entre 
pessoas nas sociedades pos-industriais. Sabemos ha muito 
tempo que a suscetibilidade a esta doenga e influenciada 
por fatores geneticos. Por exemplo, parentes que com- 
partilham metade de seus genes com pessoas que tern do¬ 
enga cardiaca coronariana sao sete vezes mais propensos 
a desenvolver esta doenga do que parentes equivalentes 
de pessoas nao afetadas. Alem disso, o risco de um gemeo 
monozigotico morrer de doenga coronariana quando seu 
co-gemeo morreu desta doenga antes dos 65 anos e de tres 
a sete vezes maior que o risco para gemeos dizigoticos. 
Estes e outros dados estaristicos indicam que a suscetibi¬ 
lidade a doenga cardiovascular esta sob controle genetico. 
Pesquisas atuais enfocam esforgos para identificar genes 
especfficos que contribuem para variagao nos fatores que 
colocam pessoas em risco de desenvolver doenga cardio¬ 
vascular. Estes fatores incluem o nivel plasmatico de coles- 


terol, obesidade, pressao arterial, niveis de lipoprotefnas 
de alta e baixa densidade e nivel de triglicerideos. O Qua- 
dro 25.2 cita alguns dos loci QTL que foram identificados 
nesses esforgos. 

mm PONTOS IMPORTANTES 

Hi A variancia fenotipica total pode ser dividida em componentes 
genetico e ambiental: V T =V g + V e . 

8 A variancia fenotipica em uma populagao que e geneticamente 
uniforme avalia V e . 

M A herdabilidade em sentido amplo e a proporgao da variancia 
fenotipica total que e variancia genetica: H 2 = V g / V T . 

8 A variancia genetica pode ser subdividida em variancias gene¬ 
tica aditiva, de dominancia e epistatica: V g = V a + Vd + V/. 

3 A herdabilidade em sentido restrito e a proporgao da variancia 
fenotipica total que e devida aos efeitos aditivos de alelos: 
h 2 = V a /Vj. 

H A herdabilidade em sentido restrito e usada para prever os fe- 
notipos da prole (T 0 ) considerando o fenotipo medio dos geni- 
tores (7» e o fenotipo medio na populagao (jll) da qual vieram 
os genitores: T 0 = [i + h 2 ( T P - jLt). 

■ A resposta a selegao artificial pode ser prevista a partir da 
herdabilidade em sentido restrito e do diferencial de selegao: 
R = h 2 S. 

■ Usando marcadores moleculares, geneticistas estao identifi- 
cando loci de caracteristicas quantitativas. 


QUADRO 25.2 


| Loci de Caracteristicas Quantitativas que Contribuem para Variagao 

em Fatores de Risco de Doenga Cardiovascular 

Locus 

Produto Genico 

Cromossomo 

Fator de Risco 

AGT 

Angiotensina 

1 

Pressao arterial 

APOA-1 

Apolipoprotefna Al 

11 

Colesterol HDL a 

APOA-2 

Apolipoprotema A2 

1 

Colesterol HDL 

APOA-4 

Apolipoprotefna A4 

11 

Colesterol HDL, triglicerideos 

APOB 

Apolipoprotefna B 

2 

Colesterol LDL b 

APOC-3 

Apolipoprotefna C3 

11 

Triglicerideos 

APOE 

Apolipoprotefna E 

19 

Colesterol LDL, triglicerideos 

CETP 

Protefna de transferencia de ester de colesterol 

16 

Colesterol HDL 

DCP 

Dipeptidil-carboxipeptidase 

17 

Colesterol HDL, pressao arterial 

FGA/B 

Fibrinogenio A e B 

4 

Fibrinogenio 

HRG 

Glicoprotefna rica em histidina 

3 

Glicoprotefna rica em histidina 

LDLR 

Receptor de lipoproteina de baixa densidade 

19 

Colesterol LDL 

LPA 

Lipoproteina (a) 

6 

Colesterol HDL, triglicerideos 

LPL 

Lipoprotefna-lipase 

8 

Triglicerideos 

PLAT 

Ativador de plasminogenio tipo tissular 

8 

Nivel de ativador de plasminogenio tissular 

PLANH1 

Inibidor-1 de ativador de plasminogenio 

7 

Nivel de PAI-1 


Fonte: G. P. Vogler et al 1997. Genetics and behavioral medicine: risk factors for cardiovascular disease. Behavioral Medicine 22:141-149. 
a LipoproteIna de alta densidade. 

Lipoproteina de baixa densidade. 









Apendice A 

Regras da Probabilidade 


A teoria da probabilidade indica a frequencia de even- 
tos; por exemplo, a chance de obter o resultado cara ao 
jogar uma moeda, retirar um as do baralho ou obter um 
homozigoto dominante ao cruzar dois heterozigotos. 
Em cada caso, o evento e o resultado de um processo - 
jogar uma moeda, retirar uma carta, gerar um filho. Para 
determinar a probabilidade de um evento especifico, e 
preciso levar em conta todos os possiveis resultados do 
processo. O conjunto de todos os eventos e denominado 
espago amostral. Ao jogar uma moeda, o espago amostral 
contem dois eventos, cara e coroa; ao retirar uma carta, 
contem 52, um para cada carta; e a prole de heterozi¬ 
gotos tern tres, GG, Gg e gg. A probabilidade de um evento 
e a frequencia desse evento no espago amostral. Por exemplo, 
as probabilidades associadas a cada descendente de um 
cruzamento entre dois heterozigotos sao 1/4 (GG), 1/2 
(Gg) e 1/4 (gg). 

Dois tipos de questao surgem com frequencia em pro- 
blemas de probabilidade: (1) Qual e a probabilidade de 
que dois eventos, A e B, ocorram juntos? (2) Qual e a 
probabilidade de ocorrencia de pelo menos um dos dois 
eventos, A ou B? A primeira questao especifica a ocor¬ 
rencia conjunta de dois eventos - e preciso que A e B 
ocorram juntos para satisfazer essa questao. A segunda 
questao e menos rigorosa - se ocorrer A ou B, a condigao 
e satisfeita. Um diagrama simples ajuda a explicar os dife- 
rentes significados dessas duas questoes. 



As figuras no diagrama representam eventos no es¬ 
pago amostral, e os tamanhos das figuras refletem suas 
frequences relativas. As superposigoes entre as figuras 
indicam a ocorrencia conjunta de dois eventos. Se nao 
houver superposigao, eles nunca ocorrem juntos. A pri¬ 
meira questao verifica a probabilidade de ocorrencia de 


A e B; essa probabilidade e representada pelo tamanho 
da superposigao dos dois eventos. A segunda questao ve¬ 
rifica a probabilidade de ocorrencia de A ou B; essa pro¬ 
babilidade e representada pela combinagao das figuras 
dos dois eventos, inclusive, e claro, a superposigao delas. 

A regra da multiplicagao: se os eventos A e B forem inde- 
pendentes, a probabilidade de que ocorram juntos, de- 
nominada P(A e B), sera P(A) X P(B). 

Aqui P(A) e P(B) sao as probabilidades dos eventos 
individuals. Observe que independente nao significa au- 
sencia de superposigao no espago amostral. Na verdade, 
os eventos sem superposigao (disjuntos) nao sao inde- 
pendentes, ja que se um ocorre, o outro nao pode ocor¬ 
rer. Em teoria de probabilidade, independente significa 
que um evento nao fornece informagoes sobre o outro. 
Por exemplo, se uma carta retirada de um baralho for 
um as, nao temos indicagao sobre o naipe da carta. As- 
sim, a retirada de um as de copas representa a ocorrencia 
conjunta de dois eventos independentes — a carta e um 
as (A) e e de copas (C). De acordo com a regra da multi¬ 
plicagao, P(AeC) = P(A) X P(C), e como P(A) = 4/52 e 
P(C) = 1/4, P(AeC) = (4/52) X (1/4) = 1/52. 

A regra da adicao: se os eventos A e B forem independen¬ 
tes, a probabilidade de que pelo menos um deles ocorra, 
denominada P(A ou B), sera P(A) + P(B) - [P(A) X P(B)]. 

Aqui o termo P(A) X P(B), que e a probabilidade de 
que A e B ocorram juntos, e subtraido da soma das pro¬ 
babilidades P(A) + P(B), porque a soma inclui esse ter¬ 
mo duas vezes. Como exemplo, suponha que queiramos 
saber a probabilidade de que uma carta retirada de um 
baralho seja um as ou de copas. De acordo com a regra 
da adigao, P(A ou C) = P(A) + P(C) - [P(A) X P(C)] = 
4/52 + 1/4- [(4/52) X (1/4)] = 16/52. 

Se nao houver superposigao dos dois eventos no es¬ 
pago amostral, a expressao da regra da adigao pode ser 
simplificada: P(A ou B) = P(A) + P(B). Por exemplo, 
suponha que queiramos saber a probabilidade de que 
uma carta retirada de um baralho seja um as ou um rei 
(K). Nao ha superposigao desses dois eventos no espago 
amostral, isto e, eles sao mutuamente exclusivos. Assim, 
P(A ou K) = P(A) + P(K) = (4/52) + (4/52) = 8/52. 








Apindice B 

Probabilidades Binomiais 



As vezes, a prole dos cruzamentos e segregada em duas 
classes distintas - por exemplo, macho ou femea, saudavel 
ou doente, normal ou mutante, fenotipo dominante ou fe¬ 
notipo recessivo. Para generalizar, podemos designar esses 
dois tipos de prole de P e Qe observer que, para qualquer 
indivfduo da prole, a probabilidade de ser P e p e a pro- 
babilidade de ser Q e q. Como so existem duas classes, q = 
1 - p- Suponha que o numero total de indivfduos da prole 
seja n e que a produgao de cada um seja independente. 
Podemos calcular a probabilidade binomial de que exata- 
mente x da prole pertenga a uma classe e y a outra: 


Probabilidade de x na classe P e de y na 


classe Q = 


n\ 
x\ yl 


fqy 


O termo entre colchetes contem tres funcoes fatoriais 
(n!, x\ e 3?!) e cada uma delas e calculada como uma serie 
decrescente de produtos. Por exemplo, n\ = n(n - l)(w 
~ 2) (n - 3)... (3)(2)(1). O valor de 0!, se necessario, e 
definido como um. Na formula, o termo entre colchetes, 
geralmente denominado coeficiente binomial, conta a s 
diferentes formas, ou ordens, nas quais os n indivfduos 
da prole podem ser segregados de modo que x esteja na 
classe P e y esteja na classe Q. O outro termo, indica 
a probabilidade de obter determinada forma ou ordem. 
Como todas as ordens sao igualmente provaveis, a multi- 
plicagao desse termo pelo termo entre colchetes indica a 
probabilidade de obter prole x na classe P e y na classe Q 
qualquer que seja a ordem de ocorrencia. 

Se, para valores fixos de n, p e q, variarmos sistemati- 
camente x e y, podemos calcular todo um conjunto de 
probabilidades. Esse conjunto constitui uma distribuigao 
binomial de probabilidade. Com a distribuigao, podemos 
responder a perguntas como “Qual e a probabilidade de 
que x ultrapasse determinado valor?” ou “Qual e proba¬ 
bilidade de que x esteja entre dois valores especfficos?” 
Por exemplo, consideremos uma famflia com seis filhos. 
Qual e a probabilidade de que pelo menos quatro sejam 
meninas? Para responder a essa pergunta, observemos 
que a probabilidade de que qualquer crianga seja uma 
menina ( p ) e 1/2 e a probabilidade de que seja um meni- 
no (q) tambem e 1/2. Portanto, a probabilidade de que 
exatamente quatro criangas de uma famflia sejam meni¬ 
nas (edois sejam meninos) e [(6!)/(4! 2!)](l/2) 4 (1/2) 2 
= 15/64, que e um dos termos na distribuigao binomial. 


Entretanto, a probabilidade de que pelo menos quatro 
sejam meninas (e no maximo dois sejam meninos) e a 
soma de tres termos dessa distribuigao: 


Evento 

Formula binomial 

Probabilidade 

4 meninas e 

[(6!)/(4! 2!)] x (1/2) 4 

15/64 

2 meninos 

(l/2) 2 = 


5 meninas e 

[(6!)/(5! 1!)] x (1/2) 5 

6/64 

1 menino 

(1/2)' = 


6 meninas e 

[(6!)/(6! 0!)] x (1/2) 6 

1/64 

0 menino 

(1/2)° = 



Portanto, a resposta e (15/64) + (6/64) + (1/64) =22/64. 


A distribuigao binomial tambem oferece respostas a ou- 
tros tipos de questoes. Por exemplo, qual e a probabilida- 


de de que pelo menos uma, mas no maximo quatro crian¬ 
gas sejam meninas? A resposta e a soma dos quatro termos: 

Evento Formula binomial Probabilidade 

1 menina e 

[(6!)/(l!5!)] x (1/2) 1 

6/64 

5 meninos 

(1/2) 5 = 


2 meninas e 

[(6!)/(2! 4!)] x (1/2) 2 

15/64 

4 meninos 

(l/2) 4 = 


3 meninas e 

[<6!)/(3! 3!)] x (1/2) 3 

20/64 

3 meninos 

(l/2) s = 


4 meninas e 

[(6!)/(4! 2!)] x (1/2) 4 

15/64 

2 meninos 

(l/2) 2 = 



Depois de somar, encontramos a resposta, 56/64. 

Consideremos o exemplo apresentado no Capftulo 3. 
Um homem e uma mulher, ambos heterozigotos para o 
alelo mutante recessivo causador da fibrose cfstica, preten- 
dem ter quatro filhos. Qual e a chance de que um deles 
tenha fibrose cfstica e os outros tres, nao? Ja vimos por 
enumeragao que a resposta e 108/256 (ver Figura 3.14). 
No entanto, essa resposta tambem poderia ser obtida pela 
formula binomial. A probabilidade de que determinada 
crianga seja afetada e p = 1/4, e a probabilidade de que 
nao seja afetada e q = 3/4. O numero total de criangas e n 
= 4, o numero de criangas afetadas e x = 1, e o numero de 
criangas nao afetadas e y = 3. Reunindo todos esses dados, 
podemos calcular que a probabilidade de que exatamente 
um dos quatro filhos do casal tenha fibrose cfstica e 

[41/1! 3!] (1/4) 1 (3/4) 3 = 4 X (1/4) X (27/64) = 
108/256 
























Apindice € 

Hibridizagao in Situ 


Em 1969, Mar> 7 Lou Pardue e Joseph Gall desenvolve- 
ram um procedimento que possibilitava a hibridizagao 
de filamentos simples de DNA radioativos com filamen- 
tos complementares de DNA em cromossomos sobre la- 
minas de vidro. Com esse procedimento, denominado 
hibridizagao in situ , Pardue e Gall puderam determinar 
as localizagoes cromossomicas de sequencias repetitivas 
de DNA. (O termo latino in situ significa “em seu lugar 
original”; hibridizagao e a formagao de moleculas duplas 
“hfbridas” pelo pareamento de bases de filamentos com¬ 
plementares ou parcialmente complementares de DNA 
ou RNA.) A hibridizagao in situ classica usava a dispersao 
de cromossomos mitoticos sobre lamina de vidro (ver Fi- 
gura 6.1), desnaturacao de DNA nos cromossomos por 
exposigao a alcali (NaOH 0,07 N) por alguns minutos, 
enxague com tampao para remover a solugao alcalina, in- 
cubagao da lamina em solugao de hibridizagao contendo 
copias radioativas da sequencia nucleotidica de interesse, 
lavagem dos filamentos radioativos nao hibridizados com 
sequencias complementares nos cromossomos, exposi¬ 
gao da lamina a uma emulsao fotografica sensivel a radio- 
atividade de baixa energia, revelagao da autorradiografia 
e superposigao da autorradiografia a uma fotografia dos 
cromossomos (Figura 1A). 

Um dos primeiros experimentos de hibridizagao in 
situ de Pardue e Gall mostrou que a sequencia de DNA 
satelite do camundongo esta localizada em regioes he- 
terocromaticas que flanqueiam os centromeros dos cro¬ 
mossomos de camundongo. O genoma de camundongo 
contem cerca de 10 6 copias dessa sequencia de DNA sate¬ 
lite, que tern cerca de 400 pares de nucleotidios e consti- 


tui cerca de 10% do genoma do camundongo. Em segui- 
da, fizeram-se estudos semelhantes com os DNA satelites 
de varias outras especies, e essas sequencias de DNA re¬ 
petitive geralmente estao localizadas na heterocromatina 
centromerica ou adjacente aos telomeros. 

Uma sequencia de DNA repetitivo so pode ser identifi- 
cada como DNA satelite se a composigao de bases for su- 
ficientemente diferente da composigao do DNA da ban- 
da principal para produzir uma banda distinta durante 
a centrifugagao por gradiente de densidade. Portanto, a 
centrifugagao nao pode ser usada para identificar todas 
as sequencias de DNA repetitivo. As sequencias de DNA 
satelite geralmente nao sao expressas; ou seja, nao codifi- 
cam RNA nem produtos proteicos. 

Hoje, os experimentos de hibridizagao in situ costu- 
mam empregar sondas de hibridizagao ligadas a corantes 
fluorescentes ou a anticorpos marcados com substancias 
fluorescentes (Figura IB e 1C). Em um protocolo, as 
sondas de hibridizagao de DNA ou RNA sao marcadas 
com a vitamina biotina, que se liga com alta afinidade 
a protema do ovo avidina (Figura IB). Com o uso da 
avidina unida por ligagao covalente a um corante fluo- 
rescente, e possivel detectar a localizagao cromossomica 
da sonda hibridizada pela fluorescencia do corante. Esse 
procedimento, denominado FISH (Hibridizagao In Situ 
Fluorescente), foi usado para demonstrar a presenga da 
sequencia repetitiva TTAGGG nos telomeros dos cromos¬ 
somos humanos (Figura 1C). O FISH e muito sensivel 
e pode ser usado para detectar as localizagoes de se- 
quencias de copia unica em cromossomos humanos em 
mitose e em interfase. 
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Incubagao com DIMA 
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DNA “hibrido” bifilamentar 


A. Etapas da hibridizacao in situ. 
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hibridizapao 
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AATCCC 

TTAGGG 


Sequencia de DNA 
cromossomico 



Telomeros 



1 |im 


C. Telomeros humanos visualizados com o auxilio 

B. Visualizacao de telomeros humanos usando corantes fluorescentes e hibridizacao in situ. de sondas fluorescentes e hibridizacao in situ. 


■ FICURA 1 Localizacao de sequences repetidas de DNA em cromossomos por hibridizagao in situ realizada com sondas radioativas (A) ou 
sondas fluorescentes (B e C). O procedimento de hibridizagao in situ desenvolvido por Pardue e Gall e mostrado em (A). O uso de corantes 
fluorescentes para localizar a sequencia repetida TTAGGG nos telomeros de cromossomos humanos e ilustrado em (B), e uma fotomicrografia 
que mostra sua localizagao telomerica e mostrada em (C). 






























Apendice D 

Evidencias de um RNA 
Mensageiro Instavel 


A primeira evidencia da existence de um RNA interme- 
diario na sfntese de protefnas surgiu nos estudos de Elliot 
Volkin e Lawrence Astrachan em bacterias infectadas por 
virus bacterianos. Os resultados, publicados em 1956, su- 
geriram que a smtese de protefnas virais em bacterias vi- 
rais inclufa a participagao de moleculas de RNA instaveis 
especificadas por DNA viral. Volkin e Astrachan observa- 
ram uma explosao de sfntese de RNA apos infecgao de 
celulas de E. coli pelo bacteriofago T2. Marcando o RNA 
com o isotopo radioativo 32 P, eles mostraram que as mo 
leculas de RNA recem-sintetizadas eram instaveis, com 
meia-vida de apenas alguns minutos. Alem disso, mos¬ 
traram que a composicao nucleotfdica dos RNA instaveis 
era semelhante a composigao do DNA de T2 e diferente 
da do DNA de E. coli. Os resultados logo foram ampliados 
por estudos em outros laboratories. 

Em 1961, Sol Spiegelman e colaboradores relataram 
que os RNA instaveis sintetizados em celulas infectadas 
por fago T4 poderiam formar duplex de RNA-DNA com 
DNA de T4 desnaturado, mas nao com DNA de E. coli 
desnaturado. Eles marcaram bacterias com pulsos de 
3 H-uridina em varios momentos depois da infecgao com 
o fago T4, isolaram todo o RNA dessas celulas e verifica- 
ram se as moleculas de RNA radioativo se hibridizaram 
com DNA de E. coli ou DNA de fago T4. O experimento 
e apresentado em diagrama na Figura 1. 


Os resultados (Figura 2) mostraram que a maioria das 
moleculas de RNA de curta duragao sintetizadas apos in¬ 
feegao era complementar a filamentos simples de DNA 
de fago T4 e nao complementar a filamentos simples de 
DNA de E. coli. Esse achado indicou que elas eram pro- 
duzidas a partir de moldes de DNA do fago T4, nao de 
moldes de DNA de E. coli. 

No mesmo ano em que Spiegelman e colegas publi- 
caram seus resultados, Sydney Brenner, Frangois Jacob 
e Matthew Meselson demonstraram que as protefnas do 
fago T4 eram sintetizadas em ribossomos de E. coli. As- 
sim, as sequencias de aminoacidos de protefnas T4 nao 
eram controladas por componentes dos ribossomos. Em 
vez disso, os ribossomos eram as bancadas de trabalho 
nas quais ocorria a sfntese proteica, mas nao garantiam 
as especificagoes para protefnas individual. Esses resul¬ 
tados reforgaram a ideia, proposta formalmente pela pri¬ 
meira vez por Frangois Jacob e Jacques Monod em 1961, 
de que essas moleculas de RNA instaveis carreavam as 
especificagoes para as sequencias de aminoacidos de pro- 
dutos genicos individuals dos genes para os ribossomos. 
As pesquisas subsequentes estabeleceram com firmeza 
o papel desses RNA instaveis, agora denominados RNA 
mensageiros ou mRNA, na transference de informagoes 
geneticas dos genes para os sftios de smtese proteica no 
citoplasma. 
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figura 1 Experimento de Spiegelman. 



■ FIGURA 2 Rapida mudan^a da transcrigao de genes de £. coli 
genes de fagoT4 em bacterias infectadas porT4. 






































Apendice E 

Taxas Evolutivas 


As sequencias de nucleotidios e aminoacidos sao os da¬ 
dos fundamentals para estudo da evolugao molecular. 
Uma vez alinhadas as sequencias homologas de diferen- 
tes organismos, podemos determinar quantas posigoes 
nas moleculas sao iguais ou diferentes; entao, com a aju- 
da de dados de fosseis sobre a historia dos organismos, 
podemos estimar a taxa de evolugao molecular. 

O caso mais simples e a comparagao das sequencias 
de aminoacidos de dois polipeptidios homologos. Con- 
sidere, por exemplo, os dois polipeptidios mostrados na 
Figura 1. Em tres das quatro posigoes nesses dois polipep¬ 
tidios, os aminoacidos sao identicos; na posigao remanes- 
cente, eles sao diferentes — glicina em um polipeptidio 
e serina no outro. Essa diferenga de apenas um aminoa- 
cido indica que houve pelo menos uma substituigao de 
aminoacido durante a evolugao dos dois polipeptidios. 
O aminoacido ancestral pode ter sido a serina, caso em 
que a glicina em um polipeptidio representa um evento 
de substituigao, ou o aminoacido ancestral pode ter sido 
a glicina, caso em que a serina no outro polipeptidio re¬ 
presenta um evento de substituigao. 

Entretanto, a historia desses polipeptidios pode ser 
mais complicada. O aminoacido ancestral na posigao va- 
riavel pode ter sido outro que nao a serina ou a glicina, 
por exemplo, arginina. Nesse caso, os dois polipeptidios 
descendentes sofreram substituigoes de aminoacidos du¬ 
rante sua evolugao. Assim, o numero mmimo de subs¬ 
tituigoes de aminoacidos seria dois. Dizemos “mmimo” 
porque podem ter ocorrido multiplas substituigoes na 
posigao variavel de qualquer um dos polipeptidios des¬ 
cendentes durante sua evolugao. Desse modo, concen- 
trando-se nas diferengas de aminoacidos em posigoes 
correspondentes em polipeptidios homologos, nao e pos- 
sivel contar o numero real de substituigoes de aminoa- 
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® FIGURA 1 Comparagao de dois polipeptidios homologos que evoluf- 
ram de maneira independente por 150 milhoes de anos. 


cidos ocorridas. Tudo que podemos dizer e que houve, 
no mmimo , uma substituigao desse tipo. Essa incerteza 
atrapalha a estimativa da taxa de evolugao molecular, 
que, afinal, e o numero total de substituigoes de aminoa¬ 
cidos ocorridas dividido pelo tempo total de evolugao 
dos polipeptidios. 

Para contomar esse problema, voltamos a atengao - 
paradoxalmente - para os aminoacidos que sao iguais nos 
dois polipeptidios. Esses aminoacidos provavelmente nao 
se modificaram em nenhum dos polipeptidios desde que 
as duas linhagens divergiram de um ancestral comum. 
Assim, oferecem informagoes sobre a probabilidade de 
que nao ocorra uma substituigao de aminoacido duran¬ 
te a evolugao. Se pudermos estimar essa probabilidade, 
podemos contomar a situagao e estimar a probabilidade 
de que ocorra uma substituigao e, a partir dela, obter a 
taxa evolutiva. 

Suponha que S seja a proporcao de aminoacidos 
iguais nos dois polipeptidios - em nosso exemplo, 5 
= 0,75 - e suponha que v seja a probabilidade de que 
ocorra uma substituigao de aminoacido em um sitio de 
um dos polipeptidios durante 1 ano do tempo evolutivo 
- ou seja, v e a taxa anual de substituigao de aminoacido 
por sitio nesses polipeptidios. Ao definirmos v dessa for¬ 
ma, 1 -wea probabilidade de que nao haja substituigao 
de aminoacido em um sitio em qualquer ano do tempo 
evolutivo. 

A partir do registro fossil podemos determinar quan- 
do as duas linhagens que tern esses polipeptidios divergi¬ 
ram de um ancestral comum. Nos polipeptidios da Figu¬ 
ra 1, essa divergencia ocorreu ha 150 milhoes de anos. De 
modo geral, se o tempo desde a divergencia do ancestral 
comum e de T anos, entao o tempo evolutivo total das 
duas linhagens e T + T = 2T anos. Essa soma represen¬ 
ta o numero total de oportunidades anuais de que haja 
uma substituigao de aminoacido em determinado sitio 
nos polipeptidios em evolugao. Tambem representa o 
numero total de oportunidades anuais de que nao haja 
substituigao nesse sitio. Assim, no fim do processo evo¬ 
lutivo, a probabilidade de que nao tenha ocorrido uma 
substituigao de aminoacido em determinado sitio em ne¬ 
nhum dos polipeptidios e o produto de todas as chances 
independentes individual de que isso nao ocorra, o que 
e igual a (1 - v) 2T . Em outras palavras, a probabilidade de 
que aminoacidos correspondentes nos dois polipeptidios 
tenham permanecido os mesmos durante o processo evo¬ 
lutivo e a probabilidade de que nenhum deles tenha se 
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modificado em nenhum ano, que e (1 - v) 2T . Podemos 
estimar essa probabilidade pela proporgao de aminoa- 
cidos que sao iguais atualmente nos dois polipeptidios 
- isto e, por S. Assim, 

S=(l-v) 2T 

Para encontrar v , a taxa anual de substituigao de aminoa- 
cido por sitio, calculamos o logaritmo natural de ambos 
os lados da equagao. 

In S= ln(l - v) 2T 
In S= 2rin(l - v) 

Como v e um numero muito pequeno - na verdade, bem 
proximo de zero - ln(l - v) e quase igual a -v (a curva lo- 
garftmica e quase linear quando o argumento da fungao 
logaritmica e proximo de 1). Assim, 

In S=-2Tv 

o que significa que 

v= (-\nS)/2T 

Com essa formula, podemos estimar a taxa de evolugao 
molecular de dois polipeptidios homologos pelo (1) cal- 
culo da proporgao de sitios iguais nos dois, (2) determi- 
nagao do logaritmo natural dessa proporgao e depois (3) 
divisao pelo tempo evolutivo decorrido total. Em nosso 
exemplo, S = 0,75 e 2 T= 300 milhoes de anos; assim v e 
[-ln(0,75)]/300 = 0,97 substituigao de aminoacidos por 
sitio a cada bilhao de anos. 

Como discutido anteriormente, alguns dos sitios de 
aminoacidos diferentes em dois polipeptidios muda- 
ram uma vez, outros mudaram duas vezes e ainda outros 
mudaram varias vezes durante o processo evolutivo. A 
quantidade 2Tv e o numero medio de substitutes de 
aminoacidos ocorridas por sitio durante a evolugao dos 
polipeptidios. Partindo do principio de que as substitutes 
de aminoacidos sao aleatorias e independentes ao longo 
do tempo, podemos usar essa media para calcular a proba¬ 
bilidade de que um sitio tenha se modificado um numero 
especffico de vezes. O cilculo usa a formula para uma distri- 
buigao de probabilidade muito usada por cientistas. E deno- 
minada distribuigao de probabilidade de Poisson. No contexto da 
evolugao molecular, a formula de Poisson e 


Probabilidade de que ocorram n modificagoes em um 
sitio de aminoacido = e~ 2Tv {2,Tv) n /n\ 

O numero medio de substitutes de aminoacidos ocor¬ 
ridas por sitio (2Tv) aparece duas vezes nessa formula 
- como expoente do primeiro termo e como argumento 
da fungao de potencia no segundo termo. Assim, e o pa- 
rametro essencial da formula de Poisson. 

Em nosso exemplo, 2Tv e estimado por -ln5 = 
-In (0,75) como 0,29 substituigao de aminoacido por si¬ 
tio. Essa estimativa e um pouco maior que a proporgao 
de aminoacidos diferentes nos dois polipeptidios (1 - S = 
0,25) porque leva em conta a possibilidade de que tenha 
havido multiplas substitutes em sitios de aminoacidos 
individuais. Dizemos que 2Tv e o numero de diferengas 
de aminoacidos corrigido pelo metodo de Poisson entre 
os dois polipeptidios. 

Com uma estimativa de 2 Tv , podemos usar a formula 
de Poisson para calcular a probabilidade de que determi- 
nado sitio de aminoacido tenha se modificado exatamen- 
te uma vez, duas vezes, e assim por diante. 

Probabilidade de uma modificagao = e 2Tv (2Tv) = 0,22 
Probabilidade de duas modificagoes = e~ 2Tv (2Tv) 2 /2 = 0,03 

A probabilidade de que nao tenha havido modificagoes e 

Probabilidade de nenhuma modificagao = e~ 2Tv = 0,75 

Nesse exemplo, a probabilidade de que tenha havido 
mais de duas modificagoes e desprezivel. No entanto, 
se o parametro de Poisson 2 Tv fosse maior, poderia ha¬ 
ver chance de multiplas modificagbes. Por exemplo, se 
2 Tv = 0,7, a probabilidade de tres modificagoes em um sitio 
e 0,03, e a probabilidade de quatro modificagoes e 0,005. 

Os procedimentos estatfsticos analogos a corregao 
de Poisson foram desenvolvidos para estimar taxas evo- 
lutivas a partir de comparagoes de sequencias de DNA 
homologas. Entretanto, esses procedimentos sao mais 
complexos porque a identidade de um nucleotidio em 
duas sequencias de DNA nao significa necessariamente 
que esse nucleotidio permaneceu inalterado durante a 
evolugao dessas sequencias. Os metodos para lidar com 
essa questao sao encontrados em textos especializados so- 
bre o tema da evolugao molecular. 
















Respostas dos Problemas 

de Numero Impar 


Capitulo 1 

1.1 Mendel formulou a hipotese dos fatores transmis- 
srveis - genes - para explicar a heranga das ca- 
racteristicas. Ele descobriu que os genes existem 
em diferentes formas, que agora chamamos de 
alelos. Cada organismo tem duas copias de cada 
gene. Durante a reprodugao, uma das copias e in- 
corporada aleatoriamente a cada gameta. Quan- 
do os gametas masculino e feminino se unem na 
fertilizagao, o numero de copias do gene volta a 
ser dois. Diferentes alelos podem coexistir em um 
organismo. Durante a produgao de gametas eles 
se separam sem que tenham sido alterados pela 
coexistencia. 

1.3 As bases presentes no DNA sao adenina, timina, 
guanina e citosina; as bases presentes no RNA 
sao adenina, uracila, guanina e citosina. O agucar 
do DNA e a desoxirribose; o agucar do RNA e a 
ribose. 

1.5 TAACGGCAG. 

1.7 GAACGGUCT. 

1.9 As vezes o DNA e sintetizado a partir do RNA em 
um processo denominado transcrigao reversa. 
Esse processo tem um papel importante nos ciclos 
vitais de alguns virus. 

1.11 As duas formas mutantes do gene da (3-globina sao 
denominadas alelos. Como nenhum dos alelos 
mutantes pode especificar um polipeptidio “nor¬ 
mal”, um individuo com as duas formas mutantes 
provavelmente teria anemia. 

Capitulo 2 

2.1 Os agucares combinam-se para formar carboidra- 
tos; os aminoacidos combinam-se para formar 
protemas. 

2.3 Em uma celula eucariotica os muitos cromosso- 
mos estao contidos em uma estrutura limitada por 
membrana denominada nucleo; os cromossomos 
das celulas procarioticas nao estao contidos em 


um compartimento subcelular especial. As celulas 
eucarioticas geralmente tem um sistema interno 
de membranas bem desenvolvido, e tambem tem 
organelas subcelulares delimitadas por membra¬ 
nas, como mitocondrias e cloroplastos; as celu¬ 
las procarioticas geralmente nao tem sistema de 
membranas intemas (embora algumas tenham) 
nem organelas delimitadas por membranas. 

2.5 Os cromossomos procarioticos geralmente sao 
menores que os cromossomos eucarioticos; alem 
disso, os cromossomos procarioticos sao circu- 
lares, enquanto os eucarioticos sao lineares. Por 
exemplo, o cromossomo circular de E. coli , um 
procarioto, tem cerca de 1,4 mm de circunferen- 
cia. Em contraposigao, um cromossomo humano 
linear pode ter de 10 a 30 cm de comprimento. 
Os cromossomos procarioticos tambem tem uma 
composigao comparativamente simples: DNA, al- 
guma quantidade de RNA e alguma quantidade 
de protema. Os cromossomos eucarioticos sao 
mais complexos: DNA, alguma quantidade de 
RNA e grande quantidade de protema. 

2.7 A interfase geralmente e mais demorada que a 
fase M. Durante a interfase, e preciso que haja sm- 
tese de DNA para replicagao de todos os cromos¬ 
somos. Tambem e necessario que haja smtese de 
outros materiais no preparo para a divisao celular 
que esta por vir. 

2.9 (1) Anafase: (f), (h); (2) metafase: (e), (i); (3) 
profase: (b), (c), (d); (4) telofase: (a), (g). 

2.11 Nao e esperado o pareamento dos cromossomos 
11 e 16 durante a meiose; esses cromossomos sao 
heterologos, nao homologos. 

2.13 O crossing over ocorre depois da duplicagao dos cro¬ 
mossomos nas celulas em meiose. 

2.15 A disjungao cromossomica ocorre durante a ana¬ 
fase I. A disjungao das cromatides ocorre durante 
a anafase II. 

2.17 Em eucariotos, aparentemente nao ha nitida re- 
lagao entre o tamanho do genoma e o numero 
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de genes. Por exemplo, os seres humanos, com 
3,2 bilhoes de pares de bases de DNA genomico, 
tem cerca de 20.500 genes, e as plantas Arabidop- 
sis, com cerca de 150 milhoes de pares de bases 
de DNA genomico, tem quase o mesmo numero 
de genes que os seres humanos. No entanto, em 
procariotos ha correlagao estreita entre o numero 
de genes e o tamanho do genoma, provavelmente 
porque a quantidade de DNA nao genico e muito 
pequena. 

2.19 E um tan to surpreendente o fato de que os cro- 
mossomos de levedura sejam, em media, menores 
que os cromossomos de E. coli porque, em regra, 
os cromossomos eucarioticos sao maiores que os 
cromossomos procarioticos. A levedura e uma ex- 
cegao porque seu genoma - que tem quase o tri- 
plo do tamanho do genoma de E. coli-€ distribuf- 
do em 16 cromossomos. 

2.21 Um dos nucleos do grao de polen funde-se ao nu- 
cleo da oosfera no gametofito feminino e forma o 
zigoto, que da origem a um embriao e, por fim, a 
um esporofito. O outro nucleo do grao de polen 
geneticamente funcional funde-se a dois nucleos 
no gametofito feminino e forma um nucleo tri- 
ploide, que da origem a um tecido triploide, o en- 
dosperma; esse tecido nutre o embriao do vegetal 
em desenvolvimento. 

2.23 (a) 5, (b) 5, (c) 15, (d) 10. 

Capftulo 3 

3.1 (a) Todas altas; (b) 3/4 altas, 1/4 ana; (c) todas 
altas; (d) 1/2 alta, 1/2 ana. 

3.3 Os dados sugerem que a cor da pelagem e contro- 
lada por um unico gene com dois alelos, C (cinza) 
e c (albino), e que C e dominante em relagao a 
c. Com base nessa hipotese, os cruzamentos sao: 
cinza (CC) X albino {cc) F a cinza (Cc); F l X 
» 3/4 cinza (1 CC: 2 Cc), 1/4 albino (cc). Os 
resultados esperados na F 2 sao 203 cinza e 67 al¬ 
binos. Para comparar os resultados observados e 
esperados, calcule x 2 com um grau de liberdade: 
(198 - 203)7203 + (72 - 67)767 = 0,496, que nao 
e relevante no nfvel de 5%. Portanto, os resultados 
estao de acordo com a hipotese. 

3.5 (a) Quadriculada, vermelha (CC BB) X lisa, cas- 
tanha (cc bb) —> Fj toda quadriculada, vermelha 
(Cc Bb); (b) Prole F 2 : 9/16 quadriculada, verme¬ 
lha (C- B-), 3/16 lisa, vermelha (cc £•), 3/16 qua¬ 
driculada, castanha (C- bb), 1/16 lisa, castanha 
(cc bb). 

3.7 Na prole F 2 com pelagem longa e preta, a propor- 
gao genotfpica e 1 BB JRR 2 BBRr.% Bb RR 4 Bb Rr, 
assim, 1/9 dos coelhos com pelagem longa e preta 
e homozigoto para os dois genes. 


3.9 

Gametas da F 1 Genotipos da F 2 Fenotipos da F 2 

(a) 2 3 2 

(b) 2X2 = 4 3X3 = 9 2X2 = 4 

(c) 2 X 2 X 2 = 8 3X3X 3 = 27 2X2X2 = 8 

(d) 2" 3 n 2”, em que n e o 

numero de genes 

3.11 (a) 1, rejeigao; (b) 2, rejeicao; (c) 3, aceitagao; (d) 

3, aceitagao. 

3.13 x 2 = (30 - 25)725 + (20 - 25)725 = 2, que e me- 
nor que 3,84, o valor de 5% crftico para a estatfs- 
tica de qui-quadrado com um grau de liberdade; 
consequentemente, a proporgao de segregagao 
observada esta de acordo com a proporgao espe- 
rada de 1:1. 

3.15 Metade dos filhos de casamentos Aa x aa teria al- 
binismo. Em uma famflia com tres filhos, a chance 
de que um nao seja afetado e dois sejam afetados 
e3X (1/2) 1 X (1/2) 2 = 3/8. 

3.17 Homem ( Ccff) X mulher (ccFJ). (a) ccff, (1/2) X 
(1/2) = 1/4; (b) Ccff, (1/2) X (1/2) = 1/4; (c) ccFf 
(1/2) X (1/2) = 1/4; (d) CcFf (1/2) X (1/2) = 1/4. 

3.19 (1/2) 3 = 1/8. 

3.21 (20/64) + (15/64) + (6/64) + (1/64) = 42/64. 

3.23 (a) (1/2) X (1/4) = 1/8; (b) (1/2) X (1/2) X 
(1/4) = 1/16; (c) (2/3) X (1/4) = 1/6; (d) (2/3) 
X (1/2) X (1/2) X (1/4) = 1/24. 

3.25 No casamento III-l X III-2, a chance de ter um 
filho afetado e de 1/2. No casamento IV-2 X IV-3, 
a chance e igual a zero. 

3.27 1/2. 

3.29 Aparentemente, o pesquisador obteve uma pro¬ 
porgao nao mendeliana porque estudou somente 
famflias que tem pelo menos uma crianga com al- 
binismo. Nessas famflias, tanto o pai quanto a mae 
sao heterozigotos para o alelo mutante causador 
do albinismo. Entretanto, outros casais na popu- 
lagao tambem podem ser heterozigotos para esse 
alelo, mas, por puro acaso, nao tiveram filhos com 
albinismo. Se um homem e uma mulher sao por- 
tadores heterozigotos do alelo mutante, a chance 
de que um filho nao tenha albinismo e de 3/4. 
Portanto, a chance de que quatro filhos nao te- 
nham albinismo e (3/4) 4 = 0,316. Em toda a po- 
pulagao de famflias nas quais pai e mae heterozi¬ 
gotos tiveram um total de quatro filhos, o numero 
medio de criangas afetadas e 1. Entre as famflias 
nas quais pai e mae heterozigotos tiveram pelo 
menos uma crianga afetada em um total de quatro 
filhos, a media tem de ser maior que 1. Para cal- 
cularmos essa media condicional , indiquemos como 
x o numero de filhos com albinismo e como P(x), 
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a probabilidade de que exatamente x dos quatro 
filhos tenham albinismo. Portanto, o numero me¬ 
dio de filhos afetados nas famflias em que pelo 
menos um dos quatro filhos e afetado - isto e, a 
media condicional - e 2 xP(x) / [1 - P( 0) ], no qual 
a soma comega com x = 1 e termina com x = 4. Ini- 
ciamos a soma com x = 1 porque e preciso excluir 
os casos em que nenhum dos quatro filhos e afeta¬ 
do. O divisor [1 - P( 0)] e a probabilidade de que 
o casal tenha pelo menos um filho afetado entre 
os quatro. Agora P(0) = 0,316 e 2 xP{x) = 1. Por¬ 
tanto, a media que procuramos e simplesmente 
1/(1 - 0,316) = 1,46. Se, no subgrupo de famflias 
com pelo menos um filho afetado, o numero me¬ 
dio de filhos afetados for 1,46, entao o numero 
medio de filhos nao afetados sera 4 - 1,46 = 2,54. 
Assim, a proporgao esperada de filhos nao afeta¬ 
dos e afetados nessas famflias e de 2,54:1,56 ou 
1,74:1, que foi o observado pelo pesquisador. 

Capitulo 4 
4.1 MeMN. 


4.13 Nao. O teste de alelismo nao pode ser feito com 
mutagoes dominantes. 

4.15 A mae e Bb e o pai e bb. A chance de que uma filha 
seja Bb e 1/2. (a) A chance de que a filha tenha 
um filho calvo e (1/2) X (1/2) = 1/4. (b) A chan¬ 
ce de que a filha tenha uma filha calva e igual a 
zero. 

4.17 (a) 3/4 com crista noz, 1/4 com crista rosa; (b) 
1/2 com crista noz, 1/2 com crista ervilha; (c) 
3/8 com crista noz, 3/8 com crista rosa, 1/8 com 
crista ervilha, 1/8 com crista simples; (d) 1/2 com 
crista rosa, 1/2 com crista simples. 

4.19 12/16 com fruto branco, 3/16 com fruto amarelo, 
1/16 com fruto verde. 

4.21 9/16com olhosvermelho-escuros (tiposelvagem), 
3/16 com olhos roxo-acastanhados, 3/16 com 
olhos vermelho-brilhantes, 1/16 com olhos bran- 
cos. 

4.23 9 com pelagem preta: 39 com pelagem cinza: 
16 com pelagem branca. 


4.3 

Pais Prole 


(a) amarelos X amarelo 

(b) amarelo X ventre 
claro 

(c) preto e casta- 
nho-amarelado X ama¬ 
relo 

(d) ventre claro X ven¬ 
tre claro 

(e) ventre claro X ama¬ 
relo 

(f) agouti X preto e 
castanho-amarelado 

(g) preto e casta¬ 
nho-amarelado X preto 

(h) amarelo X agouti 

(i) amarelo X amarelo 


2 amarelos: 1 ventre claro 
2 amarelos: 1 ventre claro: 

1 preto e castanho-amarelado 

2 amarelos: 1 preto e casta¬ 
nho-amarelado: 1 preto 

todos com ventre claro 

1 amarelo: 1 ventre claro 

1 agouti: 1 preto e casta¬ 
nho-amarelado 
1 preto e castanho-amarelado: 
1 preto 

1 amarelo: 1 ventre claro 

2 amarelos: 1 ventre claro 


4.5 (a) todos AB; (b) 1 A: 1 B; (c) 1 A: 1 B: 1 AB: 1 O; 
(d) 1 A: 1 O. 

4.7 Nao. A mulher e I A P . Um homem poderia ser PI A 
ou I A i; o outro poderia ser PP ou Pi. Ante a in- 
certeza acerca do genotipo de cada homem, qual- 
quer um deles poderia ser o pai da crianga. 

4.9 A mulher e ii L M L M ; o homem e PP L M L N ; os tipos 
sangumeos das criangas serao A e M, A e MN, B e 
M, e B e MN, todos em igual probabilidade. 

4.11 Os individuos III-4 e III-5 sao necessariamente ho- 
mozigotos para mutagoes recessivas em diferentes 
genes; ou seja, um e aa BB e o outro e AA bb ; ne¬ 
nhum dos filhos e surdo porque todos sao hetero- 
zigotos para os dois genes (Aa Bb ). 


4.25 (a) roxa X vermelha; (b) proporgao com semen- 
tes brancas (aa) = 1/4; (c) proporgao de prole 
vermelha (A- B- C- dd) = (3/4) (3/4) (3/4) (1/2) = 
27/128, proporgao de prole branca (aa) = 1/4 = 
32/128, proporgao de prole azul (A- B- cc Dd) - 
(3/4) (3/4) (1/4) (1/2) = 9/128. 

4.27 (a) Como a segregagao da F 2 e de aproximada- 
mente 9 vermelhas: 7 brancas, a cor das flores se 
deve a epistasia entre dois genes de distribuigao 
independente: vermelho = A- B-e branco = aa B -, 
A- bb ou aa bb . (b) Precursor incolor -A —> produto 
incolor - B —» pigmento vermelho. 

4.29 F a = (1/2) 5 = 1/32; F B = 2 X (1/2) 6 = 1/32; F c = 2 X 
(1/2) 7 = 1/64. 

4.31 O heredograma e o seguinte: 



O coeficiente de relagao entre a prole dos dois 
casais e obtido pelo calculo do coeficiente de en- 
dogamia do filho imaginario de um casamento 
desses filhos e multiplicagao desse numero por 2: 
[(1/2) 5 X 2] X 2 = 1/8. 

4.33 O comprimento medio da espiga do milho obtido 
por cruzamento aleatorio e de 24 cm, e o do milho 
de uma geragao de autofertilizagao e de 20 cm. O 
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coeficiente de endogamia da prole de uma gera- 
gao de autofertilizagao e 1/2, e o coeficiente de 
endogamia da prole de duas geragoes de autofer¬ 
tilizagao e (1/2) (1 + 1/2) = 3/4. Ha previsao de 
declmio linear do comprimento medio da espiga 
( Y) de acordo com a equagao Y = 24 - b F v em que 
be o coeficiente angular da reta. Pode-se calcular 
o valor de b a partir dos dois valores de Y dados. 
A diferenga entre esses dois valores (4 cm) corres- 
ponde a um aumento de .Fde 0 para 1/2. Assim, 
6 = 4(1/2) = 8 cm, e para F- 3/4, o comprimento 
medio da espiga previsto e Y - 24 - 8 X (3/4) = 
18 cm. 


5.23 Como o centromero esta na extremidade de cada 
pequeno cromossomo X, mas no meio do cromos- 
somo Y maior, X x e X 2 emparelham-se no centro¬ 
mero de Y durante a metafase. Entao, durante a 
anafase, os dois cromossomos X sofrem disjungao 
e separam-se do cromossomo Y. 

Metafase Anafase 






Capftulo 5 

5.1 O espermatozoide determinante do sexo masculi- 
no tern um cromossomo Y; o espermatozoide de¬ 
terminante do sexo feminino tern um cromosso¬ 
mo X. 

5.3 Todas as femeas terao corpo verde, e todos os ma¬ 
chos terao corpo rosado. 

5.5 XX e femea, XY e macho, XXY e femea, XXX e fe- 
mea (mas dificilmente viavel), XO e macho (mas 
esteril). 

5.7 Nao. A discromatopsia e causada por uma mu- 
tagao ligada ao X. O cromossomo X do filho e 
oriundo da mae, nao do pai. 

5.9 O risco para a crianga e P (mae C/c) X P (mae 
transmitir c) X P (crianga de sexo masculino) = 
(1/2) x (1/2) x (1/2) = 1/8; se o casal ja teve 
um filho com discromatopsia, P (mae C/c) = 1, e o 
risco de cada filho subsequente e 1/4. 

5.11 Cada uma das filhas com olhos vermelhao foi pro- 
duzida necessariamente pela uniao de um ovocito 
X(v) X(t/) com um espermatozoide que tern Y. Os 
ovocitos duplo-X originaram-se obrigatoriamen- 
te da nao disjungao do cromossomo X durante a 
ovocitogenese na mae. Entretanto, nao podemos 
determinar se a nao disjungao ocorreu na primei- 
ra ou na segunda divisao meiotica. 

5.13 Cada uma das raras filhas com olhos brancos foi 
produzida necessariamente pela uniao de um 
ovocito X(xv) X(zv) com um espermatozoide que 
tern Y. Os raros ovocitos duplo-X originaram-se 
obrigatoriamente da nao disjungao do cromos¬ 
somo X durante a segunda divisao meiotica na 
mae. 

5.15 Feminino. 

5.17 Homem. 

5.19 (a) Feminino; (b) intersexo; (c) intersexo; (d) 
masculino; (e) feminino; (f) masculino. 

5.21 A Drosophila nao obtem compensagao de dose por 
inativagao de um dos cromossomos X em femeas. 


5.25 A cor dos olhos de canarios e determinada por 
um gene no cromossomo Z, que esta presente em 
duas copias nos machos e uma copia nas femeas. 
O alelo para cor rosa ao nascer (p ) e recessivo em 
relagao ao alelo para cor preta ao nascer (P ). Nao 
ha gene para cor dos olhos no outro cromossomo 
sexual ( W ), presente em uma copia nas femeas e 
ausente nos machos. As aves parentais tern geno- 
tipo p/W (femeas canela) e P/P (machos verdes). 
Os machos da F 2 tinham genotipo p/P (com olhos 
pretos ao nascer). Quando os machos da Fj foram 
cruzados com femeas verdes (genotipo P/W), pro- 
duziram prole F 2 dividida em tres categories: ma¬ 
chos com olhos pretos ao nascer (P/-, metade da 
prole), femeas com olhos pretos ao nascer (JP/W, 
um quarto da prole), e femeas com olhos rosa ao 
nascer (p/W, um quarto da prole). Quando os ma¬ 
chos da ¥ 1 foram cruzados com femeas canela (ge¬ 
notipo p/W), produziram prole F 2 dividida em qua- 
tro categorias de frequencias iguais: machos com 
olhos pretos ao nascer (genotipo P/p ), machos com 
olhos rosa ao nascer (genotipo p/p), femeas com 
olhos pretos ao nascer (genotipo P/W) e femeas 
com olhos rosa ao nascer (genotipo p/W ). 

Capi'tulo 6 

6.1 Uso de uma das tecnicas de bandeamento. 

6.3 Em alotetraploides, pode haver pareamento de 
cada membro dos diferentes conjuntos de cro¬ 
mossomos com um homologo durante a profase I, 
seguido por disjungao durante a anafase I. Em tri- 
ploides, a disjungao e irregular porque os cromos¬ 
somos homologos associam-se durante a profase I 
formando bivalentes e univalentes ou formando 
trivalentes. 

6.5 O vegetal fertil e um alotetraploide com 7 pares 
de cromossomos da especie A e 9 pares de cromos¬ 
somos da especie B; o numero total de cromosso¬ 
mos e (2 X 7) + (2 X 9) = 32. 

6.7 XX e feminino, XY e masculino, XO e feminino 
(mas esteril), XXX e feminino, XXY e masculino 
(mas esteril), XYY e masculino. 








Respostas dos Problemas de Numero fmpar 681 


6.9 A mosca e um ginandromorfo, ou seja, um mosai- 
co sexual. O tecido amarelo e X(;y)/0 e o tecido 
cinza e X(>j/X(+). Esse mosaicismo foi causado 
pela perda do cromossomo X que tinha o alelo sel- 
vagem, provavelmente durante uma das divisoes 
iniciais da clivagem embrionaria. 

6.11 A nao disjungao ocorreu obrigatoriamente na mae. 
A mulher com discromatopsia e smdrome de Tur¬ 
ner foi produzida pela uniao de um espermatozoi- 
de com X, que tinha o alelo mutante para discro¬ 
matopsia, e um ovocito nulo-X. 

6.13 Homens XYY teriam mais filhos com anormalida- 
des dos cromossomos sexuais em razao da disjun- 
gao irregular de seus tres cromossomos sexuais 
durante a meiose. Essa disjungao irregular produz 
uma variedade de gametas aneuploides, que in- 
clui as constituigoes cromossomicas XY, YY, XYY e 
ausencia de cromossomo sexual. 

6.15 (a) Delegao: 



1 2 5 6 7 8 

(b) Duplicagao: 


12 3 4 


n 


5 6 7 8 


1 2 3 4 5 6 7 8 

(c) Inversao terminal: 



6.17 


F 

E 

D 

ABC 


F 

E 

D 

0 N M 


ABC 

P 

Q 

R 


0 N M 
P 

Q 

R 


6.19 O menino tern uma translocagao entre o cromos¬ 
somo 21 e outro cromossomo, por exemplo, o cro¬ 
mossomo 14. Ele tambem tern um cromossomo 21 


normal e um cromossomo 14 normal. A irma do 
menino tern a translocagao, um cromossomo 14 
normal e duas copias normals do cromossomo 21. 

6.21 Todas as filhas terao corpo amarelo, e todos os fi¬ 
lhos terao olhos brancos. 

6.23 As tres populagoes estao relacionadas por uma se- 
rie de inversoes. 

PI 1 2 3 45 67 89 10 

i _i 


I i 

1 2 3 98 7 6 5 4 10 

ft 

1 2 3 9 8 5 674 10 

6.25 A mae e heterozigota para uma translocagao re- 
ciproca entre os bragos longos dos cromossomos 
grande e pequeno; um trecho do brago longo 
do cromossomo grande foi quebrado e fixado ao 
braco longo do cromossomo pequeno. A crianga 
herdou o cromossomo grande com rearranjo e o 
cromossomo pequeno normal da mae. Portanto, 
como o cromossomo grande com rearranjo tern 
deficiencia de alguns genes, a crianga e hipoploide. 

6.27 Os filhos terao olhos vermelho-brilhantes porque 
herdarao do pai o cromossomo Y com o alelo bw±. 
As filhas terao olhos brancos porque herdarao um 
cromossomo X do pai. 

6.29 Os zigotos XX darao origem a homens porque um 
de seus cromossomos X tern o gene SRY translo- 
cado do cromossomo Y. Os zigotos XY darao ori¬ 
gem a mulheres porque o cromossomo Y perdeu 
o gene SRY. 

Capitulo 7 

7.1 Se Mendel soubesse da existencia dos cromosso¬ 
mos, teria percebido que o numero de fatores de 
que determinam as caracterfsticas e maior que o 
numero de cromossomos e concluido que alguns 
fatores tern de estar ligados no mesmo cromosso¬ 
mo. Portanto, ele teria reformulado o principio 
da distribuigao independente e afirmaria que a 
heranga de fatores em diferentes cromossomos 
(ou distantes no mesmo cromossomo) e indepen¬ 
dente. 

7.3 Nao. Os genes ae d podem estar muito distantes 
no mesmo cromossomo - tao distantes que se re- 
combinam livremente, isto e, 50% das vezes. 

7.5 Sim, se eles estiverem muito distantes. 

7.7 (a) Cruzamento: c? b + /a + b + X a b/a b. Gametas: 
a + b + de um genitor, a b do outro. F r * a + b*/a b. (b) 
40%, a + b + ; 40%, a b; 10%, a + b; 10%, a b\ (c) F 2 do 
cruzamento-teste: 40%, b + /a b, 40%, a b/a b ; 


P2 

P3 
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10%, a* b/a b ; 10%, a b*/a b. (d) Fasc de ligagao de 
acoplamento. (e) F 2 do intercruzamento: 


Espermatozoides 

40% a b * 40% a b 10% a b 10% a b + 


40% a b* 

16% 

a b* / a b* 

16% 

a b*/a b 

4% 

a bVa b 

4% 

a tf/ati 

40% a b 

16% 

16% 

4% 

4% 

Ovocitos 

a b/a b + 

a b/a b 

a b/ a b 

ah/alt 

10% a b 

4% 

a b/a b + 

4% 

a* b/a b 

1% 

a b/a b 

1% 

a b/ a it 

10% a b* 

4% 

a b + /a b + 

4% 

alt/ab 

1% 

alt/a b 

1% 

a it/a it 


Resumo dos fenotipos: 

a + e P 66% aeP 9% 

of e b 9% aeb 16% 

7.9 Heterozigotos em acoplamento ct P / a b produzi- 
riam os seguintes gametas: 30%, ct P; 30%, a b ; 
20%, (t b; 20%, a P; heterozigotos em repulsao 
a b/a P produziriam os seguintes gametas: 30%, 
a + b; 30%, a P; 20%, at P; 20%, a b. Em cada caso, 
as frequencias da prole do cruzamento-teste cor- 
responderiam as frequencias dos gametas. 

7.11 Sim. Frequencia de recombinagao = (24 + 26)/ 


(126 4 

• 24 4- 26 + 124) 

= 0,167. 

Cruzamento: 

b vg 

femea X 

bvg 

macho 

b* vg- 



bvg 


l 

- 1 



i 

b vg 
b*vi 

bvg 

bvg 

b_vg 
b* vg 


b vg 
b vg* 

126 

124 

24 


26 


7.13 Sim. A frequencia de recombinagao e estimada 
pela frequencia de prole preta entre a prole colo- 
rida: 34/(66 + 34) = 0,34. Cruzamento: 



Cb cB cb CB 

c b cb cb c b 

castanha albina albina preta 

v__ y v 

66 100 34 

7.15 (a) As femeas da F p que sao sr e + /st e, produzem 
quatro tipos de gametas: 46%, sr 46%, sr + e, 4%, 
sre, 4%, sf t. (b) Os machos da F p que tern o mes- 
mo genotipo que as femeas da F p produzem dois 
tipos de gametas: 50%, sr e + ; 50%, sf e, lembre-se 
de que nao ha crossing over e m machos de Drosophi¬ 
la. (c) 46%, listrados e com corpo cinza; 46%, sem 
listras e com corpo ebano; 4%, listrados e com cor¬ 
po ebano; 4%, sem listras e com corpo cinza. (d) 


A prole do intercruzamento e obtida a partir da 
seguinte tabela. 


Espermatozoides 

sr e sr e 

0,50 0,50 


+ 

sre 

sre /sre 

sre /sr e 

0,46 

0,23 

0,23 

Ovocitos sf e 

sf e/sre 

sf e/st e 

0,46 

0,23 

0,23 

sre 

sr e/ sr e 

sre/sr e 

0,04 

0,002 

0,002 

+ + 
sr e 

+ + » + 
sr e/sre 

sr e /sr e 

0,04 

0,002 

0,002 


7.17 (a) As femeas da F p que sao cn vg/cn+ vg, produ¬ 
zem quatro tipos de gametas: 45%, cn vg; 45%, cn + 
vg 5%, cn + vg”, 5%, cn vg. (b) 45%, olhos cinabre, 
asas normais; 45%, olhos castanho-avermelhados, 
asas vestigiais; 5%, olhos castanho-avermelhados, 
asas normais; 5%, olhos cinabre, asas vestigiais. 

7.19 Na enumeragao adiante, as classes 1 e 2 sao tipos 
parentais, as classes 3 e 4 sao resultado de um uni- 
co crossmg over entre PI e Sm, as classes 5 e 6 sao 
resultado de um unico crossing over entre Sm e Py, 
e as classes 7 e 8 sao resultado de um crossing over 
duplo, com uma das permutas entre PI e Sm e a 
outra entre Sm e Py. 

(b) Fre- 


Classe 

Fenotipos 

(a) Fre¬ 
quencia 
sem inter- 
ferencia 

quencia 
com inter- 
ferencia 
completa 

i 

roxo, salmao, pigmeu 

0,405 

0,40 

2 

verde, amarelo, normal 

0,405 

0,40 

3 

roxo, amarelo, normal 

0,045 

0,05 

4 

verde, salmao, pigmeu 

0,045 

0,05 

5 

roxo, salmao, normal 

0,045 

0,05 

6 

verde, amarelo, pigmeu 

0,045 

0,05 

7 

roxo, amarelo, pigmeu 

0,005 

0 

8 

verde, salmao, normal 

0,005 

0 


7.21 As classes de crossing over duplo, que sao as duas 
nao observadas, determinam que a ordem do 
gene e y - w - ec. Assim, as femeas da tinham 
o genotipo y w ec/ + + +. A distancia entre y e w e 
estimada pela frequencia de recombinagao entre 
esses dois genes: (8 + 7)/1.000 = 0,015; da mesma 
maneira, a distancia entre we ec6 (18 + 23)/1.000 
= 0,041. Assim, o mapa genetico desse segmento 
do cromossomo X e y- 1,5 cM-zc-4,1 cM -ec. 

7.23 (a) Duas classes (os tipos parentais) sao muito 
mais numerosas que as outras seis classes (tipos re- 
combinantes); (b) st + +/+sse, (c) st-ss-e, (d) [(145 
+ 122) X 1 + (18) X 2]/1.000 = 30,3 cM; (e) (122 + 
18)/1.000 - 14,0 cM; (£) (0,018)/(0,163 X 0,140) = 
0,789. (g) femeas st + +/+ ss e X machos st ss e/st ss e 
—» 2 classes parentais e 6 classes recombinantes. 
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7.25 As femeas da Fj tem genotipo pn +/+ g. Entre os 
filhos machos, 40% serao recombinantes para os 
dois genes ligados ao X, e metade dos recombi¬ 
nantes tera os alelos selvagens desses genes. Assim, 
a frequencia de filhos machos com olhos verme- 
lho-escuros sera de 1/2 X 40% = 20%. 

7.27 (P/2) 2 . 

7.29 Das classes parentais, + + c e a b +, as femeas he- 
terozigotas tinham, obrigatoriamente, o genotipo 
+ + c/a b +. As classes ausentes, + b + e a + c y que 
representariam crossing overs duplos, determinam 
que a ordem dos genes e b—a—c. A distancia entre b 
e ae (96 4- 110)/1.000 = 20,6 cM, e entre ae ce (65 
+ 75)/l.000 = 14,0 cM. Assim, o mapa genetico e 
£-20,6 cM-a-14,0 cM-c. 

7.31 II-l tem o genotipo C h/cH; ou seja, ela e heterozi- 
gota em repulsao para os alelos para discromatop- 
sia ( c ) e hemofilia ( h ). Nenhum dos seus filhos e 
recombinante para esses alelos. 

7.33 A mulher e um heterozigoto em repulsao para os 
alelos para discromatopsia e hemofilia - ou seja, 
ela e C h/c H. Se tiver um menino, a chance de 
que ele tenha hemofilia e de 0,5 e a chance de que 
tenha discromatopsia e de 0,5. Se especificarmos 
que o menino tem apenas um desses disturbios, a 
chance de que tenha discromatopsia e de 0,45. A 
explicagao e que a probabilidade de que o meni¬ 
no herde um cromossomo X nao recombinante e 
de 0,9, e metade dos cromossomos X nao recom¬ 
binantes tera o alelo mutante para discromatopsia 
e a outra metade tera o alelo mutante para he¬ 
mofilia. A chance de que o menino tenha os dois 
disturbios e de 0,05, e a chance de que nao tenha 
nenhum dos dois e de 0,05. A explicagao e que 
a probabilidade de que o menino herde um cro¬ 
mossomo X recombinante e de 0,1, e metade dos 
cromossomos X recombinantes tera os dois alelos 
mutantes e a outra metade nao tera nenhum alelo 
mutante. 

7.35 Um crossing over duplo bifilamentar dentro da in- 
versao; os pontos de permuta do crossing over du¬ 
plo tem de estar entre os marcadores geneticos e 
os pontos de quebra da inversao. 

Capitulo 8 

8.1 Os virus reproduzem-se e transmitem os seus ge¬ 
nes para a prole. Usam a energia das celulas hos- 
pedeiras e respondem a sinais ambientais e ce- 
lulares da mesma forma que outros organismos 
vivos. Os virus, porem, sao parasitos obrigatorios; 
eles so se reproduzem em celulas hospedeiras 
apropriadas. 

8.3 O bacteriofago T4 e um fago virulento. Ao infec- 
tar uma celula hospedeira, ele se reproduz e des- 
troi a celula durante esse processo. O bacteriofago 


lambda pode se reproduzir e destruir a bacteria 
hospedeira - resposta lftica - da mesma maneira 
que o fago T4, ou pode inserir seu cromossomo 
no cromossomo da celula hospedeira e permane- 
cer ai em estado latente - resposta lisogenica. 

8.5 A insergao do cromossomo do fago X no cromos¬ 
somo da celula hospedeira e um processo de re- 
combinagao sitio-especffico catalisado por uma 
enzima que reconhece sequencias especfficas nos 
cromossomos de X e da E. coli O crossing over entre 
cromossomos homologos nao e especifico para se¬ 
quencias. Pode ocorrer em muitos sitios ao longo 
dos dois cromossomos. 

8.7 As mutagoes a, b e c estao proximas e na ordem 
b-a-c no cromossomo. 

8.9 Faga dois experimentos: (1) verifique se o pro¬ 
cesso e sensivel a DNase, e (2) verifique se ha ne- 
cessidade de contato celular para que ocorra o 
processo. A necessidade de contato celular pode 
ser testada por um experimento com tubo em U 
(Figura 8.9). Se o processo for sensivel a DNase, e 
semelhante a transformagao. Caso haja necessida¬ 
de de contato celular, e semelhante a conjugagao. 
Se nao for sensivel a DNase nem exigir contato 
celular, e semelhante a transdugao. 

8.11 (a) Os fatores F' sao titeis nas analises geneticas 
em que sao necessarias duas copias de um gene 
na mesma celula, por exemplo, para determi- 
nar relagoes de dominancia. (b) Os fatores F' 
sao formados por excisao anormal de fatores F 
dos cromossomos de celulas Hfr (Figura 8.21). 
(c) Transferencia conjugativa de um fator F' de 
uma celula doadora para uma celula receptora 

(F-). 

8.13 Os elementos IS (sequencias de insergao) sao se¬ 
quencias de DNA curtas (800 a 1.400 pares de 
nucleotidios) transpomveis, isto e, capazes de se 
deslocarem de uma posigao para outra em um 
cromossomo ou de um cromossomo para outro. 
Os elementos IS medeiam a recombinagao entre 
moleculas de DNA nao homologas - por exemplo, 
entre fatores F e cromossomos bacterianos. 

8.15 Cotransdugao e a transdugao simultanea de dois 
marcadores geneticos diferentes para uma unica 
celula receptora. Ja que as particulas de bacterio- 
fagos so comportam 1/100 a 1/50 do cromosso¬ 
mo bacteriano total, so podem ser cotransduzidos 
os marcadores que estao relativamente proximos. 
A frequencia de cotransdugao de dois marcado¬ 
res quaisquer e inversamente proporcional a dis¬ 
tancia entre eles no cromossomo. Assim, essa fre¬ 
quencia pode ser usada para estimar a distancia 
de ligagao genica. E preciso preparar relagoes de 
ligagao-cotransdugao especfficas para cada siste- 
ma fago-hospedeiro estudado. 
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8.17 z 



8.19 pro-pur-his. 



Capitulo 9 

9.1 (a) Os experimented in vivo de Griffith mostraram 
a transformagao em pneumococos. Nao indicaram 
a base molecular do fenomeno de transformagao. 
Avery e colaboradores fizeram experimentos in 
vitro, empregando analises bioqufmicas para mos- 
trar que a transformagao era mediada por DNA. 
(b) Griffith mostrou que existia uma substancia 
transformadora; Avery et al. definiram que era o 
DNA. (c) Os experimentos de Griffith nao incluf- 
ram nenhuma tentativa de caracterizar a substan¬ 
cia responsavel pela transformagao. Avery et al 
isolaram o DNA na forma “pura” e mostraram que 
poderia mediar a transformagao. 

9.3 Demonstrou-se que o DNA purificado do tipo III 
era suficiente para transformar celulas tipo II. Isso 
ocorreu na ausencia de celulas tipo III mortas. 

9.5 (a) O objetivo era determinar se o material ge- 
netico era DNA ou protefna. (b) Marcando o fos¬ 
foro, um constituinte do DNA, e o enxofre, um 
constituinte da protefna, em um virus, foi possf- 
vel demonstrar que apenas o fosforo marcado era 
introduzido na celula hospedeira durante o ciclo 
reprodutivo do virus. O DNA era suficiente para 
produzir novos fagos. (c) Portanto, o DNA, e nao 
a protefna, e o material genetico. 

9.7 (a) O padrao em escada era conhecido a partir 
dos estudos de difragao por raios X. Analises quf- 
micas mostraram a existencia de uma relagao 1:1 
entre as bases organicas adenina e timina e entre 


citosina e guanina. Eles tambem dispunham de 
dados fisicos acerca do comprimento de cada es- 
piral e do empilhamento de bases, (b) Watson e 
Crick desenvolveram o modelo de uma dupla he- 
lice, com os filamentos rfgidos de agucar e fosforo 
formando espirais ao redor de um eixo, e ligagoes 
de hidrogenio unindo as bases complementares 
em pares de nucleotfdios. 

9.9 (a) 400.000; (b) 20.000; (c) 400.000; (d) 68.000 
nm. 

9.11 Nao. O RNA do TMV e unifilamentar. Assim, nao 
e valida a relagao estequiometrica existente nos 
pares de bases do DNA. 

9.13 3'-C A G T A C T G-5'. 

9.15 (a) DNA bifilamentar; (b) DNA unifilamentar; (c) 
RNA unifilamentar. 

9.17 O valor de T m aumenta com o conteudo de GC 
porque os pares de bases GC, unidos por tres liga¬ 
goes de hidrogenio, sao mais fortes que os pares 
de bases AT, unidos por duas ligagoes de hidroge¬ 
nio. 

9.19 (1) O nfvel do nucleossomo; o centro conten- 
do um octamero de histonas mais 146 pares de 
nucleotfdios de DNA dispostos em l s/4 voltas de 
uma super-helice (ver Figura 9.18), produzindo 
um corpo esferico com diametro aproximado de 
11 nm; ou justapostos, uma fibra com diametro 
aproximado de 11 nm. (2) A fibra de 30 nm obser- 
vada nos cromossomos mitoticos e meioticos con- 
densados; ela parece ser formada por helicoidiza- 
gao ou dobramento da fibra do nucleossomo de 
11 nm. (3) Os cromossomos mitoticos e meioticos 
altamente condensados (p. ex., cromossomos 
metafasicos); o dobramento ou a helicoidizagao 
acentuados mantidos por um “esqueleto” compos- 
to de protefnas cromossomicas nao histonicas (ver 
Figura 9.22). 

9.21 (a) 89,5°C. (b) Aproximadamente 39%. 

9.23 A renaturagao dos fragmentos de DNA satelite 
seria muito mais rapida que a dos fragmentos de 
DNA da banda principal. Nos DNA satelites de D. 
virilus , todos os tres tern sequencias de pares repe- 
tidos de heptanucleotfdios. Assim, praticamente 
todo fragmento unifilamentar com 40 nucleotf¬ 
dios (medio) de um filamento tera uma sequencia 
complementar (em parte) a cada fragmento unifi¬ 
lamentar do filamento complementar. Muitas das 
sequencias de pares de nucleotfdios no DNA da 
banda principal serao sequencias unicas (presen- 
tes apenas uma vez no genoma). 

9.25 Interfase. Os cromossomos sao, em sua maior par¬ 
te, metabolicamente inativos (apresentam baixa 
transcrigao) durante os varios estagios da conden- 
sagao na mitose e na meiose. 
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9.27 (a) As histonas foram altamente conservadas du¬ 
rante toda a evolugao dos eucariotos. Uma impor- 
tante fungao das histonas e empacotar o DNA em 
nucleossomos e fibras de cromatina. Como o DNA 
e constitufdo dos mesmos quatro nucleotidios e 
tem a mesma estrutura basica em todos os euca¬ 
riotos, seria de se esperar que as proteinas que 
desempenham um papel estrutural no empacota- 
mento desse DNA fossem conservadas da mesma 
maneira. (b) As proteinas cromossomicas nao his- 
tonicas apresentam a maior heterogeneidade na 
cromatina de diferentes tecidos e tipos celulares 
de um organismo. A composigao histonica e basi- 
camente igual em todos os tipos celulares de uma 
especie - compatfvel com o papel das histonas no 
empacotamento de DNA em nucleossomos. As 
proteinas cromossomicas nao histonicas abran- 
gem proteinas que regulam a expressao genica. 
Como os diferentes conjuntos de genes sao trans- 
critos em diferentes tipos celulares, seria de se es¬ 
perar a heterogeneidade em algumas das protef- 
nas cromossomicas nao histonicas de diferentes 
tecidos. 

Capitulo 10 

10.1 (a) Atividades de exonuclease, tanto 3 ' —* 5 ' quan¬ 
to 5' —> 3'. (b) A exonuclease 3' —» 5' “revisa” o 
filamento nascente de DNA durante a sfntese. Se 
houver um erro de pareamento de bases na ex- 
tremidade 3 -OH do iniciador, a exonuclease 3' 
—» 5' retira o nucleotfdio terminal incorreto antes 
que seja retomada a polimeri/acao. A exonuclease 
3 ~^ ® responsavel pela remogao de iniciado- 
res de RNA durante a replicagao do DNA e atua 
em vias participantes do reparo do DNA lesado 
(Capitulo 13). (c) Sim, as duas atividades de exo¬ 
nuclease parecem ser muito importantes. Sem a 
atividade de revisao 3' —> 5 ' durante a replicagao, 
a frequencia de mutagoes seria intoleravel. A ati¬ 
vidade de exonuclease 5' 3 ' e essencial para a 

sobrevivencia da celula. Mutagoes condicionais 
que modificam a atividade de exonuclease 5 ' 

3' da DNA polimerase I sao letais para a celula se 
houver inatividade da exonuclease. 

10.3 O lo N contem oito neutrons em vez dos sete neu¬ 
trons existentes no isotopo normal do nitrogenio, 
14 N. Portanto, a massa atomica aproximada de 15 N 
e 15, enquanto a massa aproximada de H N e 14. 
Essa diferenga significa que as purinas e pirimidi- 
nas com 15 N tem maior densidade (massa por uni- 
dade de volume) que aquelas com 14 N. A centri- 
fugagao de equilfbrio por gradiente de densidade 
em CsCl 6M separa o DNA ou outras macromole- 
culas de acordo com a densidade, e o DNA de E. 
coli, por exemplo, que contem 15 N tem densidade 
de 1,724 g/cm 3 , enquanto o DNA de E. coli que 
contem 14 N tem densidade de 1,710 g/cm 3 . 


10.5 Se o DNA nascente fosse marcado por exposigao 
a 3 H-timidina por perfodos muito curtos, na repli- 
cagao contmua o marcador seria incorporado a 
moleculas de DNA do tamanho do cromossomo, 
enquanto na replicagao descontinua o marcador 
apareceria primeiro em pequenos trechos do 
DNA nascente (antes da ligagao covalente, catali- 
sada por DNA ligase). 

10.7 


Nos cromossomos 
grandes e 
pequenos 


10.9 Esse tipo de autorradiografia indicaria replicagao 
unidirecional do DNA. A medida que ha diluigao 
gradual da 3 H-timidina intracelular depois da 
transferencia para meio nao radioativo, e cada 
vez menor a quantidade de 3 H-timidina incorpo- 
rada ao DNA em cada forquilha de replicagao. 
Isso produz autorradiografias com densidade de- 
crescente dos graos nas caudas em cada ponto 
de crescimento. Como essas caudas so aparecem 
em uma extremidade de cada linha, a replicagao 
e obrigatoriamente unidirecional. A replicagao 
bidirecional produziria essas caudas nas duas 
extremidades da linha na autorradiografia (Fieu- 
ra 10.31). 

10.11 As evidencias atuais sugerem que as polimerases 
a, 8 e/ou s sao necessarias para a replicagao do 
DNA nuclear. Acredita-se que as polimerases 8 
e/ou e catalisem a sfntese contmua do filamento 
lfder, e que a polimerase a atue como primase na 
sfntese descontinua do filamento atrasado. A po¬ 
limerase 7 catalisa a replicagao dos cromossomos 
organelares. As polimerases p, l, t), 0 , t> K , X, (x, cr, 
4> e Revl atuam em varias vias de reparo do DNA 
(Capitulo 13). 

10.13 Nao havera DNA na posigao “leve”; 12,5% (2 das 
16 moleculas de DNA) terao densidade “hfbrida”; 
e 87,5% (14 das 16 moleculas de DNA) estarao na 
posigao “pesada”. 

10.15 (a) DNA girase; (b) primase; (c) atividade de exo¬ 
nuclease 5' —> 3' da DNA polimerase I; (d) ativi¬ 
dade de polimerase 5' ^ 3' da DNA polimerase 
III; (e) atividade de exonuclease 3' 5' da DNA 

polimerase III. 

10.17 Em eucariotos, a taxa de sfntese de DNA em cada 
forquilha de replicagao e de aproximadamente 
2.o00 a 3.000 pares de nucleotidios por minuto. 
Com frequencia, grandes cromossomos eucario- 
ticos contem de 10 7 a 10 8 pares de nucleotidios. 


Dois 


Mais dois 
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Uma unica forquilha de replicagao nao seria 
capaz de replicar o DNA gigante em um desses 
cromossomos grandes com velocidade suficien- 
te para possibilitar os tempos de geragao celular 
observados. 

10.19 Nao. Linhagens de E. coli com mutagoes polA que 
eliminam a atividade de exonuclease 3' —> 5' da 
DNA polimerase I terao alta taxa de mutagao. 

10.21 (a) A replicagao por circulo rolante comega quan- 
do uma endonuclease diva um filamento de uma 
dupla helice de DNA circular. Essa clivagem pro- 
duz um grupo 3'-OH livre em uma extremidade 
do filamento cortado, possibilitando que este atue 
como um iniciador. (b) A smtese descontmua do 
filamento atrasado requer a nova iniciagao de 
cada fragmento de Okazaki, o que exige atividade 
da DNA primase. 

10.23 A DNA helicase desenrola a dupla helice de DNA, 
e a protema de ligagao ao DNA unifilamentar re- 
cobre os filamentos desenrolados, mantendo-os 
estendidos. A DNA girase catalisa a super-helicoi- 
dizagao negativa no DNA de E. coli , e acredita-se 
que essa super-helicoidizagao negativa atras das 
forquilhas de replicagao guie o processo de de- 
senrolamento porque a tensao super-helicoidal 
e reduzida pelo desenrolamento dos filamentos 
complementares. 

10.25 A protema DnaA inicia a formagao da bolha de re¬ 
plicagao por ligagao as repetigoes de 9 pb de OriC. 
Sabe-se que a protema DnaA e necessaria para o 
processo de iniciagao porque bacterias com muta¬ 
goes termossensfveis no gene do dnaA nao iniciam 
a replicagao de DNA em temperaturas restritivas. 

10.27 Os nucleossomos e replissomos sao grandes es- 
truturas macromoleculares, e o empacotamento 
do DNA eucariotico em nucleossomos suscita a 
duvida sobre o mecanismo pelo qual um replis- 
somo pode ultrapassar o nucleossomo e replicar 
o DNA do nucleossomo durante esse processo. 
A solugao mais obvia para esse problema seria 
a desmontagem total ou parcial do nucleosso¬ 
mo para possibilitar a passagem do replissomo. 
Entao, o nucleossomo seria remontado depois 
da passagem do replissomo. Um modelo popu¬ 
lar e de desmontagem parcial do nucleossomo, 
possibilitando a passagem do replissomo (Figu- 
ra 10.33B). 

10.29 (1) A replicagao de DNA geralmente e contmua 
nas celulas de procariotos, mas e restrita a fase 
S do ciclo celular em eucariotos. (2) A maioria 
dos cromossomos eucarioticos contem multiplas 
origens de replicagao, enquanto a maioria dos 
cromossomos procarioticos contem uma unica 
origem de replicagao. (3) Os procariotos usam 
dois complexos cataliticos que contem a mesma 


DNA polimerase para replicar o filamento lider e 
atrasado, ao passo que os eucariotos usam duas ou 
tres DNA polimerases diferentes para a sfntese 
dos filamentos lider e atrasado. (4) A replicagao 
de cromossomos eucarioticos requer a desmon¬ 
tagem parcial e remontagem dos nucleossomos 
a medida que os replissomos se movem ao longo 
das moleculas de DNA parentais. Em procario¬ 
tos, a replicagao provavelmente inclui uma des- 
montagem/remontagem parcial semelhante de 
estruturas similares ao nucleossomo. (5) A maio¬ 
ria dos cromossomos procarioticos e circular e, 
portanto, nao tem extremidades. A maioria dos 
cromossomos eucarioticos e linear e tem termi- 
nagoes especiais chamadas telomeros, acrescen- 
tadas as moleculas de DNA em replicagao pela 
telomerase, uma enzima especifica que contem 
RNA. 

10.31 Os cromossomos de celulas haploides de levedura 
com a mutagao estl tornam-se mais curtos a cada 
divisao celular. Por fim, a perda completa de te¬ 
lomeros causa instabilidade cromossomica e ha 
morte celular em razao da delegao de genes essen- 
ciais perto das extremidades dos cromossomos. 

Capitulo 11 

11.1 (a) O RNA contem o agucar ribose, que tem um 
grupo hidroxila (OH) no carbono 2; o DNA con¬ 
tem o agucar 2-desoxirribose, que tem apenas 
atomos de hidrogenio no carbono 2. O RNA ge¬ 
ralmente tem a base uracila nas posigoes onde 
ha timina no DNA. Algumas moleculas de DNA, 
porem, contem uracila, e algumas de RNA con¬ 
tem timina. Na maioria das vezes, o DNA e uma 
dupla helice (molecula bifilamentar); o RNA e, 
com maior frequencia, uma molecula unifila¬ 
mentar; mas alguns DNA sao unifilamentares e 
alguns RNA sao bifilamentares, (b) A principal 
fungao do DNA e armazenar informagoes gene- 
ticas e transmitir essas informagoes de uma ce- 
lula para outra e de uma geragao para outra. O 
RNA armazena e transmite as informagoes gene- 
ticas em alguns virus que nao contem DNA. Nas 
celulas que tem DNA e RNA: (1) o mRNA atua 
como intermediario na sfntese de protemas, le- 
vando as informagoes do DNA nos cromossomos 
para os ribossomos (locais de smtese de protei- 
nas). (2) Os tRNA levam aminoacidos ate os ri¬ 
bossomos e atuam no reconhecimento do codon 
durante a sfntese de polipeptfdios. (3) As mole¬ 
culas de rRNA sao componentes essenciais dos 
ribossomos. (4) Os snRNA sao importantes com¬ 
ponentes dos espliceossomos, e (5) os miRNA 
tem papeis essenciais na regulagao da expressao 
genica (Capitulo 19). (c) O DNA esta localiza- 
do principalmente nos cromossomos (com uma 
parte nas organelas citoplasmaticas, como mito- 
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condrias e cloroplastos), enquanto o RNA esta em 
toda a celula. 

11.3 3'-GACTA-5'. 

11.5 A sintese proteica ocorre nos ribossomos. Nos 
eucariotos, a maior parte dos ribossomos esta no 
citoplasma e fixada a extensa malha membrana- 
cea de reticulo endoplasmatico. Tambem ha algu- 
ma smtese proteica em organelas citoplasmaticas 
como cloroplastos e mitocondrias. 

11.7 Tan to organismos procarioticos quanto eucario- 
ticos tern RNA mensageiro, RNA transportador 
e RNA ribossomico. Alem disso, os eucariotos 
contem pequeno RNA nuclear (snRNA) e mi- 
cro-RNA. As moleculas de RNA mensageiro le- 
vam informagoes geneticas dos cromossomos 
(onde sao armazenadas) ate os ribossomos no 
citoplasma (onde as informagoes sao expressas 
durante a smtese proteica). A sequencia linear 
de codons de trinucleotidios em urna molecu- 
la de mRNA especifica a sequencia linear de 
aminoacidos nos polipeptidios produzidos du¬ 
rante a tradugao desse mRNA. As moleculas de 
RNA transportador sao pequenas (cerca de 80 
nucleotidios de comprimento) moleculas que 
transportam aminoacidos para os ribossomos 
e responsaveis pela especificidade de reconhe- 
cimento do codon durante a tradugao. As mo¬ 
leculas de RNA ribossomico garantem parte da 
estrutura e fungao dos ribossomos; elas repre- 
sentam uma parte importante do aparelho ne- 
cessario para a smtese de polipeptidios. Peque- 
nos RNA nucleares sao componentes estruturais 
dos espliceossomos, que excisam sequencias de 
introns nao codificadores de transcritos de ge¬ 
nes nucleares. Os micro-RNA participam da re- 
gulagao da expressao genica. 

11.9 A “autorrecomposigao” de precursores de RNA 
mostra que as moleculas de RNA tambem podem 
conter sitios cataliticos; essa propriedade nao e 
restrita as protemas. 


11.15 


DNA unfilamentar deslocado ("alca R”) 



DNA de X nfr °V :xon2 intron2 Exon3 ^ ^ 


DNA de exon unifilamentar deslocado (“alcas R”) 
V / \ \ 

^ Exonl 

DNA 1 

Intron 1 (ntron2 lntron3 



11.17 Supondo-se que haj a uma sequencia -35 na regiao 5' 
em relagao a sequencia de consenso -10 da molecula 
de DNA, a sequencia nucleotidica do transcrito sera 
5 '-AGCGGACAUAGCUACGAUGACGAUAAGC 
GAGAUAGC-3\ 

11.19 Supondo-se que hsya uma sequencia GAAT na re¬ 
giao 5' em relagao a sequencia TATA nesse segmen- 
to de DNA, a sequencia nucleotidica do transcrito 
sera 5'-ACCCGACAUAGCUACGAUGACGAUA-3'. 

11.21 Segundo o dogma central, as informagoes gene¬ 
ticas sao armazenadas no DNA e transferidas do 
DNA para o RNA e do RNA para as protemas du¬ 
rante a expressao genica. Os virus tumorais de 
RNA armazenam as informagoes geneticas em 
RNA, e essas informagoes sao copiadas para o 
DNA pela enzima transcriptase reversa depois que 
o virus infecta a celula hospedeira. Portanto, a des- 
coberta dos virus tumorais de RNA ou retrovirus 
- retro por causa da diregao retrograda do fluxo 
das informagoes geneticas - criou uma excegao ao 
dogma central. 

11.23 A sfntese de DNA, RNA e protemas requer a sm¬ 
tese de longas cadeias de subunidades repetidas. 
Os tres processos podem ser divididos em tres es- 
tagios: iniciagao da cadeia, alongamento da cadeia 
e finalizagao da cadeia. 


11.11 Os introns de genes nucleares codificadores de 
protemas de eucariotos superiores quase sem- 
pre comegam (5') com GT e terminam (3') com 
AG. Alem disso, a A subterminal 3' na “sequencia 
TACTAAC” e totalmente conservada; essa A parti- 
cipa da formagao de ligagao durante a excisao do 
intron. 

11.13 (a) Sequencia 5. Ela contem as sequencias de ni¬ 
trons conservadas: GU 5', AG 3' e sequencia in¬ 
terna UACUAAC que oferece um possivel sitio 
de ligagao para excisao do mtron. A sequencia 4 
tern GU 5' e AG 3', mas nao tern A interna para 
o sftio de ligagao durante a excisao do mtron. (b) 
5'-UAGUGUCAA-3'; o suposto mtron de GU 5' a 
AG 3' foi removido. 


11.25 Os transcritos primarios de eucariotos sofrem 
maior processamento pos-transcrigao que os de 
procariotos. Portanto, a maior diferenga entre 
mRNA e transcritos primarios ocorre em euca¬ 
riotos. Em geral, o processamento do transcrito e 
restrito a excisao de sequencias terminais nos pro¬ 
cariotos. Ja os transcritos eucarioticos geralmente 
sao modificados por (1) excisao de sequencias de 
intron; (2) acrescimo de caps de 7-metilguanosina 
as tenninagoes 5'; (3) acrescimo de caudas poli(A) 
as terminagoes 3'. Alem disso, as sequencias de al- 
guns transcritos eucarioticos sao modificadas por 
edigao do RNA. 

11.27 Em eucariotos, as informagoes geneticas sao arma¬ 
zenadas no DNA nuclear, ao passo que as protei- 







688 Fundamentos de Genetica 


nas sao sintetizadas em ribossomos no citoplasma. 
Como os genes, que estao separados dos sitios 
de sintese proteica por uma membrana dupla - 
o envoltorio nuclear - poderiam dirigir a sintese 
de polipeptidios sem algum tipo de intermediario 
que levasse do nucleo ate o citoplasma as especifi- 
cagoes para os polipeptidios? A princfpio, os pes- 
quisadores usaram precursores de RNA e protef- 
nas marcados e autorradiografia para demonstrar 
que a sintese de RNA ocorria no nucleo e a sintese 
proteica, no citoplasma. 

11.29 Um experimento simples de pulse-labeling (mar- 
cagao por pulso) e pulse-chase (pulso e busca) 
demonstra que o RNA e sintetizado no nucleo e, 
depois, transportado para o citoplasma. Esse expe¬ 
rimento e dividido em duas partes: (1) marcagao 
de celulas eucarioticas por cultura em 3 H-uridina 
durante alguns minutos e localizagao da radioa- 
tividade incorporada ou autorradiografia; (2) 
repetigao do experimento, mas dessa vez com 
acrescimo de excesso de uridina nao radioativa 
ao meio de cultura das celulas depois do perfodo 
de marcagao, aguardando o crescimento em meio 
nao radioativo por aproximadamente uma hora. 
Depois, localizagao da radioatividade incorporada 
por meio da autorradiografia. A radioatividade 
estara localizada no nucleo quando as celulas em 
cultura forem marcadas com pulso de 3 H-uridina 
e nos ribossomos no citoplasma no experimento 
de pulse-chase. 

11.31 A primeira preparagao de RNA polimerase pro- 
vavelmente nao tem a subunidade sigma e, por 
isso, inicia a sintese de cadeias de RNA em sitios 
aleatorios ao longo de ambos os filamentos do 
DNA de argH. A segunda preparagao provavel- 
mente contem a subunidade sigma e so inicia 
as cadeias de RNA no sitio usado in vivo , que e 
determinado pela posigao das sequencias -10 e 
-35 do promotor. 

11.33 Sequencias TATA e GAAT. As sequencias TATA e 
GAAT geralmente estao centralizadas nas posigoes 
-30 e -80, respectivamente, em relagao ao ponto 
de inicio (+1) da transcrigao. A sequencia TATA e 
responsavel pelo posicionamento do ponto de inf- 
cio da transcrigao; e o local de ligagao do primeiro 
fator de transcrigao basal que interage com o pro¬ 
motor. A sequencia CAAT promove a eficiencia da 
iniciagao da transcrigao. 

11.35 As vezes a edigao de RNA leva a sintese de dois ou 
mais polipeptidios diferentes a partir de um unico 
mRNA. 

11.37 Esse zigoto provavelmente sera inviavel porque o 
produto genico e essencial e e quase certo que a 
eliminagao do sitio de recomposigao 5' leve a sm¬ 
tese de produto genico inativo. 


Capitulo 12 

12.1 As protemas sao moleculas longas, semelhantes a 
cadeias, constitufdas de aminoacidos unidos por 
ligagoes peptidicas. As protemas sao compostos 
de carbono, hidrogenio, nitrogenio, oxigenio e 
geralmente enxofre. Elas sao responsaveis pela 
atividade enzimatica e por grande parte da estru- 
tura de organismos vivos. O DNA e constitufdo de 
fosfato, o agucar pentose 2-desoxirribose e quatro 
bases organicas nitrogenadas (adenina, citosina, 
guanina e timina). O DNA armazena e transmite 
as informagoes geneticas na maioria dos organis¬ 
mos vivos. A smtese proteica tem interesse espe¬ 
cial para os geneticistas porque as protemas sao 
os produtos genicos primarios - os intermediaries 
essenciais por meio dos quais os genes controlam 
os fenotipos de organismos vivos. 

12.3 Isso depende da definigao de alelos. Se toda varia- 
gao da sequencia nucleotidica for considerada um 
alelo diferente, ainda que nao haja modificagao 
do produto genico e do fenotipo do organismo 
mutante, o numero de alelos estara diretamente 
relacionado com o tamanho do gene. Mas se for 
necessario que a modificagao da sequencia nu¬ 
cleotidica altere o produto genico ou o fenotipo 
para que seja considerada um alelo distinto, have- 
ra uma correlagao positiva, mas nao uma relagao 
direta, entre o numero de alelos de um gene e seu 
tamanho em pares de nucleotidios. A relagao e 
mais provavel em procariotos, nos quais a maio¬ 
ria dos genes nao tem fntrons. Nos genes eucario- 
ticos, as modificagoes da sequencia nucleotidica 
nos fntrons geralmente sao neutras; ou seja, nao 
afetam a atividade do produto genico nem o fe¬ 
notipo do organismo. Portanto, no caso de genes 
eucarioticos com fntrons, pode nao haver corre¬ 
lagao entre o tamanho do gene e o numero de 
alelos que modificam o fenotipo. 

12.5 (a) Os codigos simples e duplo criam um maximo 
de 4 e (4) 2 ou 16 codons, respectivamente. Por¬ 
tanto, nenhum codigo seria capaz de especificar 
todos os 20 aminoacidos. (b) 20. (c) (20) 146 . 

12.7 (a) O codigo genetico e degenerado porque to- 
dos os 20 aminoacidos, exceto 2, sao especificados 
por dois ou mais codons. Alguns aminoacidos sao 
especificados por seis codons diferentes. A dege- 
neragao ocorre principalmente na terceira base 
ou base 3' dos codons. A “degeneragao parcial” 
ocorre quando a terceira base do codon pode ser 
uma das duas purinas ou uma das duas pirimidi- 
nas e o codon ainda especifica o mesmo aminoa- 
cido. A “degeneragao completa” ocorre quando a 
terceira base do codon pode ser qualquer uma das 
quatro bases e o codon ainda especifica o mesmo 
aminoacido. (b) O codigo e dito ordenado por¬ 
que codons semelhantes (codons que tem apenas 
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uma base diferente) especificam aminoacidos qui- 
micamente semelhantes. Por exemplo, os codons 
CUU, AUU e GUU especificam os aminoacidos de 
estrutura semelhante, leucina, isoleucina e valina, 
respectivamente. (c) O codigo parece ser quase to- 
talmente universal. As excegoes conhecidas a uni- 
versalidade sao linhagens com mutagoes supresso- 
ras que alteram a leitura de determinados codons 
(com baixa eficiencia na maioria dos casos) e o 
uso de UGA como um codon de triptofano em mi- 
tocondrias de leveduras e seres humanos. 

12.9 His —» Arg e resultado de uma transigao; His —> 
Pro exigiria uma transversao (nao induzida por 
5-bromouracila). 

12.11 Os ribossomos tern diametro de 10 a 20 nm. Estao 
localizados principalmente no citoplasma celular. 
Nas bacterias, estao basicamente livres no citoplas¬ 
ma. Nos eucariotos, muitos ribossomos estao liga- 
dos ao retfculo endoplasmatico. Os ribossomos 
sao estruturas complexas constituidas de mais de 
50 polipeptfdios diferentes e tres a cinco molecu- 
las diferentes de RNA. 

12.13 As moleculas de RNA mensageiro levam infor- 
magoes geneticas dos cromossomos (onde sao 
armazenadas) ate os ribossomos no citoplasma 
(onde as informagoes sao expressas durante a sm- 
tese proteica). A sequencia linear de codons de 
trinucleotfdios em uma molecula de mRNA es- 
pecifica a sequencia linear de aminoacidos no(s) 
polipeptfdio(s) produzido(s) durante a tradugao 
desse mRNA. As moleculas de RNA transportador 
sao pequenas (cerca de 80 nucleotidios) moleculas 
que transportam aminoacidos para os ribossomos 
e responsaveis pela especificidade de reconheci- 
mento de codon durante a tradugao. As moleculas 
de RNA ribossomico garantem parte da estrutura 
e fungao dos ribossomos; elas representam uma 
parte importante do mecanismo necessario para a 
smtese de polipeptfdios. 

12.15 Uma aminoacil-tRNA sintetase especffica catalisa 
a formagao de um complexo aminoacido-AMP a 
partir do aminoacido apropriado e ATP (com li¬ 
beragao de pirofosfato). A mesma enzima entao 
catalisa a formagao do complexo aminoacil-tRNA, 
com liberagao de AMP. As ligagoes aminoacido- 
AMP e aminoacil-tRNA sao ligagoes fosfato de alta 
energia. 

12.17 A hipotese da oscilagao de Crick explica como o 
anticodon de determinado tRNA pode formar pa¬ 
res de bases com dois ou tres codons de mRNA 
diferentes. Crick propos que o pareamento de ba¬ 
ses entre a base 5' do anticodon no tRNA e a base 
3' do codon no mRNA era menos rigoroso que 
o normal e, portanto, possibilitava alguma “oscila¬ 
gao” nesse local. Logo, um unico tRNA geralmen- 
te reconhece dois ou tres dos codons semelhantes 


especificadores de determinado aminoacido (ver 
Tabela 12.2). 

12.19 (a) Inosina. (b) Dois. 

12.21 A tradugao ocorre por mecanismos muito seme¬ 
lhantes em procariotos e eucariotos; no entanto, 
ha algumas diferengas. (1) Em procariotos, a ini- 
ciagao da tradugao inclui pareamento de bases 
entre uma sequencia conservada (AGGAGG) - a 
sequencia de Shine-Dalgamo - no mRNA e uma 
sequencia complementar proxima da extremida- 
de 3' do rRNA 16S. Em eucariotos, o complexo de 
iniciagao forma-se na extremidade 5' do transcrito 
quando uma protefna de ligagao ao cap interage 
com a 7-metilguanosina no mRNA. Entao, o com¬ 
plexo faz o exame processivo do mRNA e inicia 
a tradugao (com algumas excegoes) na sequencia 
AUG mais proxima da terminagao 5'. (2) Em pro¬ 
cariotos, o grupo amino do iniciador metionil- 
tRNA f Met e formilado; em eucariotos, o grupo ami¬ 
no de metionil-tRNA Mel nao e formilado. (3) Em 
procariotos, sao necessarios dois fatores de libera¬ 
gao (RF), que sao protefnas soluveis, para a finali- 
zagao da cadeia. RF-1 finaliza os polipeptfdios em 
resposta aos codons UAA e UAG; RF-2 finaliza as 
cadeias em resposta aos codons UAA e UGA. Em 
eucariotos, um fator de liberagao responde aos 
tres codons de termino. 

12.23 Supondo-se 0,34 nm por par de nucleotidios no 
B-DNA, um gene de 68 nm de comprimento con- 
teria 200 pares de nucleotidios. Em vista do codigo 
triplo, esse gene conteria 200/3 = 66,7 trinucleoti¬ 
dios, e um deles especificaria obrigatoriamente a 
finalizagao da cadeia. Desprezando-se o trinucleo- 
tfdio parcial, esse gene codificaria no maximo 65 
aminoacidos. 

12.25 426 nucleotidios - 3 X 141 = 423 aminoacidos es¬ 
pecificadores mais tres (um codon) especificando 
a finalizagao da cadeia. 

12.27 (a) Codons semelhantes frequentemente especi¬ 
ficam aminoacidos iguais ou muito semelhantes. 
Assim, as substituigoes de apenas um par de bases 
frequentemente resultam na smtese de protefnas 
identicas (degeneragao) ou protefnas com substi¬ 
tuigoes por aminoacidos muito semelhantes. (b) 
Leucina e valina tern estruturas e propriedades 
qufmicas muito semelhantes; ambas tern grupos 
laterais apolares e dobram-se basicamente nas 
mesmas estruturas tridimensionais quando pre- 
sentes em polipeptfdios. Portanto, substituigoes 
de valina por leucina ou de leucina por valina ra- 
ramente alteram a fungao de uma protefna. 

12.29 (a) Ribossomos e espliceossomos tern papeis es- 
senciais na expressao genica e sao ambos estrutu¬ 
ras macromoleculares complexas constituidas de 
moleculas de RNA e protefnas. (b) Os ribossomos 
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estao no citoplasma; os espliceossomos, no nu- 
cleo. Os ribossomos sao maiores e mais complexos 
que os espliceossomos. 

12.31 Met-Ser-Ile-Cys-Leu-Phe-Gln-Ser-Leu-Ala-Ala-Gln- 
Asp-Arg-Pro-Gly. 

12.33 (UAG). Esse e o unico codon sem sentido relacio- 
nado com os codons de triptofano, senna, tirosi- 
na, leucina, acido glutamico, glutamina e lisina 
pela substituigao de apenas um par de bases em 
cada caso. 

Capitulo 13 

13.1 (a) Transigao, (b) transigao, (c) transversao, (d) 
transversao, (e) mudanga de matriz de leitura, (f) 
transigao. 

13.3 (a) Metodo CIB , (b) metodo ligado ao X (veja o 
Capitulo 6). 

13.5 Provavelmente nao. O ser humano e maior que 
uma bacteria, tem mais celulas e vida mais longa. 
Se as frequencias de mutagao forem calculadas em 
termos de geragoes celulares, as taxas em celulas 
humanas e bacterianas seriam semelhantes. 

13.7 O gene ligado ao X e transmitido pelas maes, e 
metade dos filhos de sexo masculino tem a doen- 
ga. E dificil acompanhar essa doenga em estudos 
de heredograma porque o gene e de natureza 
recessiva, a expressao tende a saltar geragoes em 
uma linhagem familiar e os homens portadores 
do gene morrem. Uma explicagao para a ocorren- 
cia esporadica da doenga e a tendencia de persis¬ 
tence do gene e que, por mutagao, ha acrescimo 
constante de novos genes defeituosos aos ja exis- 
tentes na populagao. 

13.9 O carneiro de pernas curtas pode ser cruzado 
com animais de pernas longas sem parentesco. Se 
a caracterfstica for expressa na primeira geragao, 
pode-se presumir que e hereditaria e determinada 
por um gene dominante. Por outro lado, se nao 
aparecer na primeira geragao, pode-se fazer o re- 
trocruzamento dos carneiros da FI com o genitor 
de pernas curtas. Se a caracteristica for expressa 
em metade da prole do retrocruzamento, prova¬ 
velmente a heranga e recessiva simples. Se forem 
obtidos dois carneiros de pernas curtas de sexos 
diferentes, eles podem ser cruzados repetidas 
vezes para testar a hipotese de dominance. No 
caso em que a caracteristica nao for transmitida 
a prole desses cruzamentos, pode ser considerado 
ambiental ou dependente de algum mecanismo 
genetico complexo que o teste simples usado nos 
experimentos nao e capaz de identificar. 

13.11 Se genes mutacionais e antimutacionais opera- 
rem no mesmo sistema vivo, a selegao natural 
pode estabelecer uma taxa de mutagao ideal 


para um organismo especifico em determinado 
ambiente. 

13.13 (a) Sim. (b) O bloqueio provocaria o acumulo de 
fenilalanina e a diminuigao da quantidade de ti- 
rosina, um resultado que seria esperado em varias 
expressoes fenotipicas diferentes. 

13.15 


Aminoacido 

mRNA 

DNA 

Acido glutamico 

—GAA—» 

—GAA—> 


( 

( 4—CTT— <— Filamento transcrito 
l Mutagao 

Valina 

—GUA-*^ 

—GTA—> 

Lisina 

—AAA—> 

CAT— 

Mutagao 
—AAA—> 



4-TTT— 


13.17 Mutagoes: transigoes, transversoes e mudangas de 
matriz de leitura. 

13.19 3%; 4%; 6%. 

13.21 O iodo radioativo e concentrado nos organismos 
vivos e nas cadeias alimentares. 

13.23 (*•■ m + z) (x + m + z + ) (x m + z) (x m z + ) ou equivalente. 

13.25 Transigoes. 

13.27 O acido nitroso atua como mutageno, esteja o 
DNA em replicagao ou nao, e produz transigoes 
de A para G ou de C para T, ao passo que a 5-bro- 
mouracila nao afeta o DNA em replicagao, mas 
atua durante a replicagao, causando transigoes 
GC <-> AT. E preciso que a 5-bromouracila seja in- 
corporada ao DNA durante o processo de replica¬ 
gao para induzir erro de pareamento de bases e, 
portanto, mutagoes. 

13.29 A 5-BU causa transigoes GC AT. Portanto, a 
5-BU pode reverter quase todas as mutagoes que 
induz por meio de estxmulo do processo de transi¬ 
gao, que e o inverso do que produziu a mutagao. Ja 
as mutagoes espontaneas abrangem a transversao, 
a mudanga de matriz de leitura, a delegao e outros 
tipos de mutagao, inclusive a transigao. Apenas as 
transigoes espontaneas tem reversao aumentada 
depois do tratamento com 5-BU. 

13.31 (a) Mudanga de matriz de leitura por insergao de 
C no 9 Q , 10 Q e 11 2 nucleotidios a partir da extremi- 
dade 5'. (b) Normal: 5'-AUGCCGUACUGCCAG 
CUAACUGCUAAAGAACAAUUA-3'. Mutante: 5'- 
AU GCCCGUACU GCCAGCU AACU GCUAAAGA 
ACAAUUA-3'. (c) Normal: NH 2 -Met-Pro-Tyr-Cys- 
Gln-Leu-Thr-Ala-Lys-Glu-Gln-Leu. Mutante: NH 2 - 
Met-Pro-Val-Leu-Pro-Ala-Asn-Cys. 

13.33 Nao. A substituigao leucina —> prolina seria mais 
frequente. A substituigao Leu (CUA) - 5-BU —> 
Pro (GCA) ocorre por transigao de um unico par 
de bases, enquanto Leu (CUA) - 5-BU Ser (UGA) 
requer transigao de dois pares de bases. Lembre-se 
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de que a 5-bromouraciIa (5-BU) induz apenas 
transigoes (verFigura 13.7). 

13.35 Sim: 


DNA: 

GGX— 

<_GGX— 


—CCX'-> 

-ucx^ 


I 

l 

mRNA: 

GGX 

AGX 


i 

i 

Polipeptfdio: 

Gly 

Ser ou Arg 
(dependente de X) 


ou 


DNA: 

GGX— 

GGX— 


—CCX'-j- 

^ — CUX'—* 


i 

l 

mRNA: 

GGX 

GAX 


i 

1 

Polipeptfdio: 

Gly 

Asp ou Glu 
(dependente de X) 


ou 


DNA: 

4-GGX— 

<-GGX— 


—CCX'-> 

^ —UUX'—>■ 


i 

i 

mRNA: 

GGX 

AAX 


1 

i 

Polipeptfdio: 

Gly 

Asn ou Lyz 
(dependente de X) 


Nota: O X na terceira posigao em cada codon 
de mRNA e em cada trinca de pares de bases no 
DNA indica que ha degeneragao completa na 
terceira base do codon de glicina. Qualquer que 
seja a base presente no codon ele ainda especifi- 
cara a glicina. 


Como as mutagoes de interesse estao ligadas ao 
sexo, toda a prole masculina tera fenotipo igual 
ao da mae. Eles sao hemizigotos, com um cromos- 
somo X herdado da mae. Ja a prole feminina e 
constituida de heterozigotos trans. A prole femini¬ 
na do cruzamento de femeas de olhos brancos e 
machos de olhos vermelhao tern olhos vermelhos, 
o fenotipo selvagem. Portanto, as mutagoes white e 
vermilion estao em genes diferentes, como ilustra o 
diagrama a seguir: 

Heterozigoto trans 

Cromossomo X * Produto S 6nico v+ 

do genitor 9 • , *■■■ ■ 

I_ t 

Cromossomo X - ... . _!__ ^ 

do genitor c/ Q - 1 M ******** 

v w + Produto genico w + 

A complementacao produz fenotipo selvagem; os produtos 
genicos v + e w + sao produzidos no heterozigoto trans. 

A prole feminina do cruzamento de uma femea de olhos 
brancos e um macho de olhos branco-cereja tern olhos 
cereja-claros (fenotipo mutante), e nao olhos vermelhos 
de tipo selvagem como no primeiro cruzamento. Como o 
heterozigoto trans tern fenotipo mutante, duas mutagoes, 
white e white cherry , estao no mesmo gene. 

Heterozigoto trans 


13.37 Substitutes Tyr —► Cys; a substituigao de Tyr por 
Cys requer uma transigao, que e induzida pelo 
acido nitroso. A substituigao de Tyr por Ser exigi- 
ria uma transversao, e o acido nitroso nao induz 
transversao. 

13.39 5 '-UGG-UGG-UGG-AUG-CGA ou AGA-GAA ou 
GAG-U GG-AU G-3'. 


Cromossomo X 
do genitor 9 


Cromossomo X 

do genitor cf ^ 


i 

1 -Nao ha produto 

,->-genico ativo (w + ) 


Nao ha produto genico w + ; portanto, o fenotipo e mutante. 


13.41 Dois genes; as mutagoes 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 8 estao em 
um gene; a mutagao 7 esta em outro gene. 

13.43 O teste de complementagao para alelismo requer 
que se insiram pares de mutagoes em um proto¬ 
plasma comum na configuragao trans e se deter¬ 
mine se os heterozigotos tram produzidos tern 
fenotipo selvagem ou mutante. Se estiverem em 
genes diferentes, as duas mutagoes se comple- 
mentarao, porque as copias selvagens de cada 
gene especificam produtos genicos ativos (ver 
Figura 13.23A). Mas se as duas mutagoes estive¬ 
rem no mesmo gene, as duas copias do gene no 
heterozigoto trans especificarao produtos genicos 
anomalos, resultando em fenotipo mutante (ver 
Figura 13.23B). Quando ha complementagao, o 
heterozigoto trans tern fenotipo selvagem. O teste 
de complementagao ou trans pode ser usado para 
verificar se duas mutagoes recessivas estao localiza- 
das no mesmo gene ou em dois genes diferentes. 


Capituio 14 

14.1 (a) Ambas introduzem nova variabilidade geneti- 
ca na celula. Nos dois casos, apenas um gene ou 
um pequeno segmento de DNA representando 
uma pequena fragao do genoma total e modifica- 
do ou acrescentado ao genoma. A grande maioria 
dos genes do organismo continua identica. (b) E 
mais provavel que a introdugao de moleculas de 
DNA recombinantes, se originadas de uma espe- 
cie muito diferente, resulte em um novo produto 
genico funcional na celula, se for possfvel a ex- 
pressao do gene (ou genes) introduzido no pro- 
toplasmo estranho. A introdugao de moleculas de 
DNA recombinantes e mais semelhante a mutagao 
por duplicagao (veja o Capituio 6) que aos outros 
tipos de mutagoes. 

14.3 (a) (l/4) 4 = 1/256; (b) (1/4) 6 = 1/4.096. 
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14.5 As tecnicas de recombinagao do DNA e clonagem 
genica possibilitam que os geneticistas isolem pra- 
ticamente qualquer gene ou sequencia de DNA de 
interesse e procedam a sua caracterizagao estru- 
tural e funcional. E possfvel obter grande quanti- 
dade de determinado gene na forma pura, o que 
torna possfvel identificar sua sequencia de pares 
de nucleotfdios (“sequenciar o gene” no jargao de 
laboratorio). A partir da sequencia nucleotfdica de 
um gene e do nosso conhecimento do codigo gene¬ 
tico, os geneticistas conseguem prever a sequencia 
de aminoacidos do polipeptfdio codificada pelo 
gene. Com o auxflio de um subclone apropriado do 
gene como sonda de hibridizagao em analises por 
Northern blot ., os geneticistas sao capazes de identifi¬ 
car os tecidos em que o gene e expresso. Com base 
na sequencia de aminoacidos prevista de um poli- 
peptfdio codificado por um gene, os geneticistas po- 
dem sintetizar oligopeptidios e usa-los para produzir 
anticorpos que, por sua vez, podem ser usados para 
identificar o verdadeiro produto do gene e locali- 
za-lo em celulas ou tecidos do organismo. Assim, as 
tecnologias de recombinagao do DNA e clonagem 
genica sao metodos muito eficientes para o estudo 
do controle genetico de quase todos os processos 
biologicos. Esses metodos tiveram papeis importan- 
tes no explosivo progresso ocorrido no campo da 
biologia durante as tres ultimas decadas. 

14.7 Acredita-se que as endonucleases de restrigao 
atuem como um tipo de sistema imune primitivo 
nos microrganismos que as produzem - protegen- 
do seu material genetico contra a “invasao” por 
DNA estranho de virus ou outros patogenos ou 
por DNA do ambiente que poderia ser absorvido 
pelo microrganismo. E claro que esses micror¬ 
ganismos nao tern um sistema imune sofisticado 
como os dos animais superiores (Capftulo 20). 

14.9 Um DNA estranho clonado com auxflio de uma 
enzima que produz extremidades complementa- 
res monofilamentares sempre pode ser excisado 
do vetor de clonagem por clivagem pela mesma 
enzima de restrigao originalmente usada para clo- 
na-lo. Se um fragmento de HindLlI contendo seu 
gene favorito foi clonado em DNA vetor Bluescript 
clivado por HindLlI, sera ladeado no clone Blue- 
script recombinante por sftios de clivagem para 
HindLlI. Portanto, pode-se excisar esse fragmento 
de HindLlI por digestao do clone Bluescript com 
endonuclease Hindi II. 

14.11 A maioria dos genes de vegetais e animais supe¬ 
riores contem sequencias de fntrons nao codifica- 
doras. Essas sequencias de fntrons estao presen- 
tes nos clones genomicos, mas nao em clones de 
cDNA, porque os cDNA sao sintetizados a partir 
de moldes de mRNA e as sequencias de fntrons 
sao removidas durante o processamento dos trans- 
critos primarios para produzir mRNA maduros. 


14.13 O gene gln2 do milho contem muitos fntrons, e 
um dos fntrons contem um sftio de clivagem para 
HindLlI . As sequencias de fntrons (e, portanto, o 
sftio de clivagem para HindLlI) estao ausentes em 
sequencias de mRNA e, portanto, tambem estao 
ausentes em clones de sequencia completa de 
cDNA de gln2.. 

14.15 (a) Os metodos de Southern, Northern e Western 
blot tern uma etapa em comum, a transference de 
macromoleculas (DNA, RNA e protefnas, respec- 
tivamente) separadas por eletroforese em gel para 
um suporte solido - geralmente uma membrana 
de nitrocelulose ou nation - para analise comple- 
mentar. (b) A principal diferenga entre essas tec¬ 
nicas e a classe de macromolecula separada duran¬ 
te a etapa de eletroforese: DNA em Southern blots , 
RNA em Northern blots e protefna em Western blots. 

14.17 Todos os vetores de clonagem modernos contem 
um “sftio de polylinker ou “sftio de clonagem mul- 
tipla” (MCS) - um grupo de sftios de clivagem 
simples para varias diferentes endonucleases de 
restrigao em uma regiao nao essencial do vetor na 
qual se pode inserir o DNA estranho. Em geral, 
quanto maior e a complexidade do MCS - ou seja, 
quanto mais sftios de clivagem para endonuclease 
de restrigao estao presentes - maior e a utilidade 
do vetor para clonagem de uma grande variedade 
de diferentes fragmentos de restrigao. Veja, por 
exemplo, o MCS presente no plasmfdio Bluescript 
II mostrado na Figura 14.3. 

14.19 Como se conhecem as sequencias de pares de 
nucleotfdios tanto do gene CF normal quanto 
do gene CF A 508 mutante, e possfvel sintetizar 
oligonucleotfdios marcados e usa-los como sondas 
de hibridizagao para detectar a presenga de cada 
alelo (normal e A 508). Em condigoes de hibri¬ 
dizagao muito rigorosas, cada sonda hibridiza-se 
somente com o alelo de CFcom o qual tern per- 
feita complementaridade. Como as sequencias do 
gene CF que ladeiam o sftio A 508 sao conhecidas, 
e possfvel sintetizar iniciadores de PCR oligonu- 
cleotfdicos e usa-los para amplificar por PCR esse 
segmento do DNA obtido a partir de pequenos 
explantes teciduais de supostos pacientes com FC 
e seus parentes. Em seguida, o DNA amplificado 
pode ser separado por eletroforese em gel de aga¬ 
rose, transferido para membranas de nation e hi- 
bridizado com as respectivas sondas oligonucleotf- 
dicas marcadas, com detecgao de cada alelo de CF 
presente por autorradiografia. Veja uma demons- 
tragao da utilidade desse procedimento em Em 
foco: Detecgao de um gene mutante causador de 
fibrose cfstica. No procedimento descrito, empre- 
garam-se duas sondas oligonucleotfdicas sinteticas 
- oligo-N = 3'-CTTTTATAGTAGAAACCAC-5' e 
oligo-AF = 3'-TTCTTTTATAGTA-ACCACAA-5 7 (o 
travessao indica os nucleotfdios deletados no alelo 
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mutante CFA508) - para analisar o DNA de pa- 
cientes com FC e seus genitores. Nas famflias com 
FC confirmada, os resultados dessas hibridizagoes 
por Southern blot com as sondas oligo-N (normal) e 
oligo-AF ( CFA508) marcadas geralmente foram: 



Sonda oligo-N: 
Sonda oligo-AF: 



Os sftios de clivagem para as enzimas de restrigao BamHl , 
EcoRl e HindLlI sao indicados pelas letras B, E e H, res- 
pecdvamente. Os numeros indicam as distancias em qui- 
lopares de bases. 

14.27 


Nucleotidio: 



Pai e mae eram heterozigotos para o alelo normal 
de CFe o alelo CFA508 mutante, como e esperado 
em um trago recessivo raro, e o paciente com FC 
era homozigoto para o alelo CFA508. Nessas fami¬ 
lias, a expectativa e de que um quarto das criangas 
seja homozigoto para o alelo mutante A 508 e te- 
nha sintomas de FC, enquanto tres quartos sejam 
normais (nao tenham FC). No entanto, a expec¬ 
tativa e de que dois tergos dessas criangas normais 
sejam heterozigotos e transmitam o alelo para seus 
filhos. Apenas um quarto das criangas dessa famflia 
seria homozigoto para o alelo normal de CFe nao 
correria o risco de transmitir o gene CF mutante 
para a prole. Observe que o metodo de rastreamen- 
to descrito aqui pode ser usado para determinar 
quais das criangas normais sao portadoras do alelo 
CF A508: ou seja, o gene mutante pode ser detecta- 
do em heterozigotos e homozigotos. 

14.21 A selegao genetica e a tecnica mais eficiente de 
clonagem de genes desse tipo. Prepare uma biblio- 
teca genomica em um vetor de expressao como o 
Bluescript (ver Figura 14.3) usando DNA da linha- 
gem de Shigella dysenteriae resistente a canamicina. 
Entao, pesquise o gene de resistencia a canamici¬ 
na na biblioteca transformando celulas de E. coli 
sensfveis a canamicina com os clones na biblioteca 
e plaqueando as celulas transformadas em meio 
contendo canamicina. Somente as celulas trans¬ 
formadas pelo gene de resistencia a canamicina 
produzem colonias na presenga de canamicina. 

14 23 u u 

6,0 12,0 7,4 3,5 |1,0 2,9 

i —i—n— 

E EE 

14.25 Ha dois mapas de restrigao possfveis para esses da¬ 
dos, mostrados adiante: 



Capitulo 15 

15.1 As distancias de mapa genetico sao determina- 
das por frequences de crossing ovei\ Os mapas 
citogeneticos sao fundamentados na morfologia 
do cromossomo ou nas caracterfsticas ffsicas dos 
cromossomos. Os mapas ffsicos sao baseados em 
distancias ffsicas reais - o numero de pares de 
nucleotfdios (0,34 nm por pb) — que separam os 
marcadores geneticos. Se um gene ou outra se¬ 
quencia de DNA de interesse esta perto de um 
gene mutante, uma banda especffica em um cro¬ 
mossomo ou um ffagmento de restrigao de DNA 
especffico, pode-se usar esse marcador genetico 
ou ffsico (mutagao, banda ou fragmento de restri¬ 
gao) para iniciar uma caminhada no cromossomo 
ate o gene de interesse (Figura 15.7). 

15.3 Contig (clones contigaos) e um mapa ffsico de um 
cromossomo ou de parte de um cromossomo pre- 
parado a partir de um conjunto de clones de DNA 
genomicos coincidentes. RFLP (polimorfismo de 
comprimento de fragmento de restrigao) e uma 
variagao no comprimento de um fragmento de 
restrigao especffico excisado de um cromossomo 
por digestao por uma ou mais endonucleases de 
restrigao. VNTR (repetigao em serie em numero 
variavel) e uma sequencia curta de DNA presen¬ 
te no genoma como repetigoes consecutivas e em 
numero muito variavel. STS (sftio marcado por 
sequencia) e uma sequencia exclusiva de DNA 
mapeada em um sftio especffico de um cromosso¬ 
mo. EST (etiqueta de sequencia expressa) e uma 
sequencia de cDNA - uma sequencia genomica 
que e transcrita. Os mapas de contig possibilitam 
que pesquisadores obtenham clones com genes 
de interesse diretamente dos centros de estoque 
de DNA - “clonagem por telefone”. Os RFLP sao 
usados para construir os mapas geneticos de alta 
densidade necessarios para clonagem posicional. 
As VNTR sao RFLP particularmente uteis empre- 
gadas na identificagao de multiplos sftios em ge- 
nomas. Os STS e as EST sao sondas moleculares 
que podem ser usadas para iniciar caminhadas no 
cromossomo ate genes vizinhos de interesse. 
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15.5 (a) 

|_ 10 cM | 25 cM | 15 cM | 1 cM | 14 cM [ 

STSl STS5 STS3 C STS4 STS2 

(b) 3,3 X 10 9 pb/3,3 X 10 3 cM = 1 X 10 6 pb/cM. O 
comprimento de mapa total e 65 cM, que e igual a 
aproximadamente 65 X 10 6 ou 65 milhoes de pb. 

(c) O gene do cancer (Q e STS4 sao separados 
por 1 cM ou cerca de um milhao de pares de ba¬ 
ses. 

15.7 Em um clone do gene disponfvel, a hibridizagao 
in situ com fluorescencia (FISH) pode ser usada 
para identificar o cromossomo humano que tem 
o gene e para localizar o gene no cromossomo. 
As copias unifilamentares dos clones sao acopla- 
das a uma sonda fluorescente e hibridizadas com 
o DNA desnaturado em cromossomos dispersos 
sobre uma lamina. Depois da hibridizagao, a son¬ 
da livre e removida por lavagem, e a localizagao 
da sonda fluorescente e determinada por fotogra- 
fia usando microscopia de fluorescencia (veja o 
Apendice C: Hibridizagao in situ ). 

15.9 As repetigoes em serie em numero variavel (VNTR) 
sao constituidas de sequencias repetidas com 10 a 
80 pares de nucleotidios, e as repetigoes curtas em 
serie (STR) sao constituidas de sequencias repeti¬ 
das com 2 a 10 pares de nucleotidios. 

15.11 A resolugao do mapeamento de hibridos por radia¬ 
gao e maior que a do mapeamento de hfbrido de 
celulas somaticas tradicional porque a frequencia 
de recombinagao e muito aumentada em hibridos 
por radiagao pelo uso de raios X para fragmentar 
os cromossomos humanos antes da fusao celular. 
O fundamento do mapeamento de hibridos por 
radiagao e que a probabilidade de quebrar uma 
molecula de DNA na regiao entre os dois genes 
e, assim, separa-los e diretamente proporcional a 
distancia ffsica (numero de pares de bases) entre 
eles. 

15.13 Os objetivos do Projeto Genoma Humano eram 
preparar mapas geneticos e ffsicos que mostras- 
sem as localizagoes de todos os genes no genoma 
humano e determinar as sequencias nucleotfdicas 
dos 24 cromossomos no genoma humano. Esses 
mapas e as sequencias nucleotfdicas dos cromos¬ 
somos humanos ajudaram os cientistas a identi¬ 
ficar genes mutantes causadores de doengas he- 
reditarias. Espera-se que a identificagao desses 
genes mutantes causadores de doenga leve ao 
tratamento eficaz, entre eles a terapia genica, de 
pelo menos algumas dessas doengas no futuro. Os 
possfveis usos indevidos desses dados incluem in- 
vasao de privacidade pelo governo e por empresas 
- sobretudo agendas de emprego e seguradoras. 
Nao se podem negar oportunidades educacionais, 
emprego ou seguro as pessoas em razao de doen¬ 


gas hereditarias ou mutagoes genicas que predis- 
ponham a anormalidades mentais ou ffsicas. 

15.15 E mais provavel que haja uma EST do que um 
RFLP em gene humano causador de doenga. As 
EST correspondem as sequencias expressas em 
um genoma. Os RFLP ocorrem em todo o geno¬ 
ma, tanto em sequencias expressas quanto nao ex¬ 
pressas. Como menos de 2% do genoma humano 
codifica protefnas, a maioria dos RFLP ocorre no 
DNA nao codificador. 

15.17 (a) Segmento 5; (b) segmento 4; (c) segmento 1, 
6 ou 10. 

15.19 A principal vantagem dos chips genicos como ins- 
trumento de hibridizagao por microarranjo e 
que um unico chip genico pode ser usado para 
a quantificagao simultanea de milhares de se¬ 
quencias nucleotfdicas. A tecnologia do chip 
genico possibilita que os pesquisadores investi- 
guem os nfveis de expressao de grande quanti- 
dade de genes com maior eficiencia do que era 
possfvel usando procedimentos de microarranjo 
anteriores. 

15.21 As sequencias de DNA em bibliotecas de cDNA 
especfficas de cromossomo humano podem ser 
acopladas a corantes fluorescentes e hibridizadas 
in situ com os cromossomos de outros primatas. 
Os padroes de hibridizagao podem ser usados 
para detectar alteragoes na estrutura genomica 
ocorridas durante a evolugao das varias especies 
de primatas a partir de ancestrais comuns. Essas 
comparagoes sao particularmente eficazes na de- 
tecgao de novas relagoes de ligagao decorrentes 
de translocagoes e fusoes centricas. 

15.23 (a) Ordem dos sftios STS: 2-5-1-4-3-6. 

(b) Marcadores STS: 2 5 1 4 3 6 

A- 


D— — ——-E 

15.25 Todas as sequencias identificadas pela busca me¬ 
gablast codificam protefnas histonas H2a. A se- 
quencia consultada e identica a sequencia codi- 
ficadora do gene H2aV de Drosophila melanogaster 
(membro da famflia de genes codificadores das 
protefnas histonas H2a). A sequencia consultada 
codifica um polipeptfdio histona H2a de Drosophi¬ 
la designado variante V. As mesmas sequencias do 
banco de dados sao identificadas quando se usa 
metade ou um quarto da sequencia nucleotfdica 
dada na busca megablast. Sequencias de apenas 
15 a 20 nucleotidios podem ser usadas para iden¬ 
tificar o gene de Drosophila codificador da variante 
de histona H2a. No entanto, os resultados variant 
dependendo da sequencia nucleotfdica especffica 
usada na consulta. 
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15.27 A matriz de leitura 5' —> 3' numero 1 tem uma 
grande matriz aberta de leitura com um codon de 
metionina perto da extremidade 5'. Pode-se veri- 
ficar que essa e a matriz de leitura correta pelo 
uso do produto da tradugao previsto para consulta 
em um dos bancos de dados de protemas (veja a 
Questao 15.26). 

Capftulo 16 

16.1 As ilhas de CpG sao aglomerados de citosinas e 
guaninas, com frequencia localizadas em diregao 
5' logo ao lado das regioes codificadoras de genes 
humanos. Sua presenga em sequencias nucleofi- 
dicas pode oferecer pistas sobre a localizagao de 
genes em cromossomos humanos. 

16.3 O gene CFfoi identificado por clonagem com ba¬ 
se na posigao no mapa, e as sequencias nucleotidi- 
cas de cDNA de CFforam usadas para prever a se¬ 
quencia de aminoacidos do produto do gene CF. 
Uma busca em computador nos bancos de dados 
de protemas mostrou que o produto do gene CF 
era semelhante a varias protemas de canal ionico. 
Esse resultado voltou a atengao dos cientistas es- 
tudiosos da fibrose cfstica para as protemas par- 
ticipantes do transporte de sais entre as celulas e 
levou a descoberta de que o produto do gene CF 
era um regulador da condutancia transmembrana 
- agora denominado proteina CFTR. 

16.5 Iniciadores oligonucleotidicos complementares 
as sequencias de DNA nos dois lados (5' e 3') da 
regiao da repetigao GAG no gene MD podem ser 
sintetizados e usados para amplificar a regiao de 
repetigao por PCR. Um iniciador tem de ser com- 
plementar a uma regiao 5' do filamento molde, e 
o outro iniciador tem de ser complementar a uma 
regiao 3' do filamento nao molde. Apos amplifica- 
gao, podem-se determinar os tamanhos das regioes 
de repetigao CAG por eletroforese em gel (Figu- 
ra 16.2). A medida do comprimento da repetigao 
trinucleotidica pode ser feita pela inclusao no gel 
de regioes de repetigoes cujos comprimentos sao 
conhecidos. Se houver menos de 30 copias da re¬ 
petigao trinucleotidica em cada cromossomo, o 
recem-nascido, feto ou pre-embriao e homozigoto 
para um alelo MD tipo selvagem ou heterozigoto 
para dois alelos MD tipo selvagem diferentes. Se 
houver mais de 50 copias da repetigao em cada 
cromossomo homologo, o individuo, feto ou ce- 
lula e homozigoto para um alelo AID mutante do- 
minante ou heterozigoto para dois alelos mutan- 
tes diferentes. Se um cromossomo fiver menos de 
30 copias da repetigao GAG e o cromossomo ho¬ 
mologo fiver mais de 50 copias, o recem-nascido, 
feto ou pre-embriao e heterozigoto, com um alelo 
MD selvagem e um alelo MD mutante. 

16.7 Os sinais de inicio e termino da transcrigao e de 
imcio da tradugao em eucariotos e em procariotos 


como a E. coli sao diferentes. Portanto, para pro- 
duzir uma proteina humana em E. coli , e preciso 
juntar a sequencia codificadora do gene humano 
a sinais reguladores apropriados de E. coli - se¬ 
quencias promotora, finalizadora da transcrigao 
e iniciadora da tradugao. Alem disso, se o gene 
contiver mtrons, e preciso remove-los ou usar a 
sequencia codificadora de cDNA, porque a E . coli 
nao tem os espliceossomos necessarios para a exci- 
sao de mtrons dos transcritos de genes nucleares. 
Alem disso, muitas protemas eucarioticas passam 
por eventos de processamento apos a tradugao 
que nao ocorrem nas celulas procarioticas. Essas 
protemas sao produzidas com mais facilidade em 
celulas eucarioticas transgenicas em cultura. 

16.9 Onze, com variagao, em mulfiplos de tres, de 15 a 
45 nucleotfdios de comprimento. 

16.11 Os perfis de DNA sao os padroes especificos (1) 
de picos presentes em eletroferogramas de STR 
ou VNTR cromossomicos amplificados por PCR 
usando iniciadores marcados com corantes fluo- 
rescentes e separados por eletroforese capilar em 
gel (ver Figuras 16.11 e 16.12) ou (2) de bandas 
em Southern blots de DNA genomico digerido por 
enzimas de restrigao especificas e hibridizado 
com sequencias STR ou VNTR apropriadas (Figu- 
ra 16.10). Os perfis de DNA, assim como as im- 
pressoes digitais epidermicas, sao usados como 
provas de identidade ou de exclusao de identida- 
de em processos judiciais. Os geneticistas manifes- 
taram suas preocupagoes sobre os usos estatisticos 
dos dados do perfil de DNA. Eles questionaram, 
em especial, alguns metodos usados para calcular 
a probabilidade de que o DNA de outra pessoa, 
alem do suspeito, pudesse ter produzido o perfil 
observado. Essas preocupagoes fundamentam-se, 
em parte, na ausencia de bancos de dados ade- 
quados para varias subpopulagoes humanas e na 
ausencia de informagoes precisas sobre o grau 
de variabilidade de perfis de DNA em individuos 
de diferentes etnias. Uma maneira de enfrentar 
esse problema foi a aquisigao de dados sobre as 
frequencias de perfis em diferentes populagoes e 
grupos etnicos do mundo todo. 

16.13 A contaminagao das amostras de sangue intro- 
duziria maior variabilidade nos perfis de DNA. A 
consequencia seria a ausencia de correspondencia 
alelica dos perfis obtidos das amostras de sangue e 
do reu. Os erros por mistura causariam a absolvigao 
de um culpado, mas nao a condenagao de um ino- 
cente. Somente a identificagao errada das amostras 
poderia incriminar uma pessoa inocente. 

16.15 A sondagem de Southern blots de DNA digerido por 
enzima de restrigao dos vegetais transgenicos com 
transgene marcado com 32 P pode comprovar as 
multiplas insergoes, mas nao revelaria a localiza- 
gao genomica dos insertos. A hibridizagao in situ 
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com fluorescencia (FISH) e um procedimento 
eficiente para determinar a localizagao genomica 
dos insertos genicos. A FISH e usada para observar 
a localizagao de transgenes em cromossomos (veja 
o Apendice C). 

16.17 Camundongos transgenicos geralmente sao pro- 
duzidos pela microinjegao dos genes de interes- 
se em pronucleos de ovos fertilizados ou pela in- 
fecgao de embrioes pre-implantagao por vetores 
retrovirais contendo os genes de interesse. Os 
camundongos transgenicos sao instruments mui- 
to uteis para estudar a expressao genica, o desen- 
volvimento dos mamiferos e o sistema imune dos 
mamiferos. Os camundongos transgenicos sao 
muito importantes na medicina; eles constituent 
o sistema-modelo mais estreitamente relacionado 
com os seres humanos. Eles foram e, sem duvida, 
continuarao sendo valiosos no desenvolvimento 
dos metodos e da tecnologia que serao usados em 
terapia genica humana no futuro. 

16.19 As protefnas modificadas apos a tradugao podem 
ser produzidas em celulas eucarioticas transgeni- 
cas em cultura ou em vegetais e animais transge¬ 
nicos. Na verdade, produziram-se ovelhas transge- 
nicas que secretam no leite o fator da coagulagao 
sangumea IX e al-antitripsina humanos. Essas ove¬ 
lhas foram produzidas pela fusao das sequencias 
codificadoras dos respectivos genes com uma se- 
quencia de DNA que codifica o peptfdio sinaliza- 
dor necessario para secregao, seguida por introdu- 
gao do gene quimerico em ovocitos fertilizados que 
foram implantados e deram origem a animais trans¬ 
genicos. Em prinripio, essa tecnica poderia ser usa¬ 
da para produzir qualquer protefna de interesse. 

16.21 O vetor descrito contem o gene HGH, mas nao 
contem um promotor de HGH de mamiferos que 
controle a expressao do transgene nos tecidos 
apropriados. A construgao de vetores que con- 
tenham uma sequencia promotora de HGH de 
mamifero em posigao correta deve resultar em 
camundongos transgenicos nos quais a smtese de 
HGH seja restrita a hipofise. 

16.23 A RNAi e o uso de RNA bifilamentar, no qual um 
filamento e complementar ao mRNA e o outro fila- 
mento e equivalente ao mRNA, para silenciar a ex¬ 
pressao de genes especificos. A RNAi emprega o com- 
plexo de silenciamento induzido por RNA (RISC) 
para bloquear a expressao genica (Figura 16.23). 

16.25 Os vegetais tern uma vantagem em relagao aos 
animais porque, uma vez induzidas, as mutagoes 
por insergao podem ser armazenadas por longos 
periodos e distribuidas para os pesquisadores 
como sementes latentes. 

16.27 (a) Primeiro seria preciso consul tar o site do Salk 
Institute’s Genome Analysis Laboratory para veri- 
ficar seja foi identificada a insergao de um T-DNA 


ou transposon nesse gene (veja o Problema 16.28). 
Em caso afirmativo, basta solicitar sementes da linha- 
gem transgenica ao Arabidopsis Biological Resource 
Center da Ohio State University. Se nao houver inser¬ 
gao disponfvel no gene, pode-se verificar onde esta 
mapeada no genoma e usar transposons que saltam 
preferencialmente para sitios \izinhos para identi- 
ficar uma nova mutagao por insergao (veja http:// 
www.arabidopsis.org/abrc/ima.jsp). (b) Pode-se cons- 
truir um gene que tenha sequencias sense e antiseme 
transcritas em uma unica molecula de mRNA (Figu¬ 
ra 16.23B), introduzi-lo em vegetais Arabidopsis por 
transformagao mediada por A. tumefaciens e estudar 
seu(s) efeito(s) sobre a expressao do gene e o feno- 
tipo de vegetais transgenicos. O transcrito foimara 
um grampo com pareamento parcial de bases que 
entrara na via de silenciamento RISC e bloqueara a 
expressao do gene (Figura 16.23B). 

Capitulo 17 

17.1 O par na opgao (d) e de repetigoes invertidas e, 
portanto, poderia ser qualificado. 

17.3 A resistencia ao segundo antibiotico foi adquirida 
por transferencia genica conjugativa entre os dois 
tipos de celulas. 

17.5 Na primeira cepa, o fator F integrou-se ao cromos- 
somo por recombinagao com o elemento IS entre 
os genes C e D. Na segunda cepa, integrou-se por 
recombinagao com o elemento IS entre os genes 
De E. As duas cepas transferem seus genes em or- 
dens diferentes porque os dois elementos IS cro- 
mossomicos estao em sentidos opostos. 

17.7 Nao. IS 1 e IS2 5ao mobilizados por diferentes 
transposases. 

17.9 Mutacao tnpA : nao; mutagao tnpR sim. 

17.11 Muitos transposons bacterianos tern genes de re¬ 
sistencia a antibioticos, e e relativamente simples 
o deslocamento desses genes de uma molecula de 
DNA para outra. As moleculas de DNA que adqui- 
rem genes de resistencia podem ser passadas para 
outras celulas em uma populagao de bacterias, tanto 
de modo vertical (por descendencia) quanto hori¬ 
zontal (por transferencia conjugativa). Com o passar 
do tempo, a exposigao contmua a um antibiotico 
seleciona as celulas que adquiriram um gene para 
resistencia a esse antibiotico. Portanto, o antibiotico 
nao sera mais util no combate a essas bacterias. 

17.13 A mutagao c m e causada por uma insergao de Ds ou 
de Ac. 

17.15 O alelo Bz de heranga paterna foi inativado por 
insergao de um elemento transponfvel. 

17.17 Cruzamento de machos disgenicos (extremamen- 
te mutaveis) com um cromossomo X selvagem 
e femeas homozigotas para um cromossomo X 
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balanceador; depois, cruzamento individual das 
filhas heterozigotas da ¥ 1 com seus irmaos e pes- 
quisa de machos da F 2 que nao tenham o cro- 
mossomo balanceador para fenotipos mutantes, 
inclusive incapacidade de sobreviver (letalidade). 
As mutagoes identificadas nessa pesquisa provavel- 
mente sao causadas por insergoes de elemento P 
em genes ligados ao X. 

17.19 A transposigao requer fatores produzidos pelo ge- 
noma da mosca; outros insetos aparentemente sao 
incapazes de produzir esses fatores. 

17.21 Por crossing over entre os LTR de um elemento TyL 

17.23 Hibridizagao in situ com cromossomos politenicos 
usando uma sonda TART (veja o Apendice C). 

17.25 TART e HeT-A restaurant as extremidades dos cro¬ 
mossomos de Drosophila. 

17.27 O elemento Sleeping Beauty poderia ser usado 
como vetor de transformagao em vertebrados de 
modo muito semelhante ao uso do elemento Pern 
Drosophila . O gene gfp poderia ser inserido entre as 
extremidades do elemento Sleeping Beauty e injeta- 
do em ovocitos ou embrioes junto com um elemen¬ 
to Sleeping Beauty intacto capaz de codificar a trans- 
posase do elemento. Se a transposase produzida no 
ovocito ou embriao injetado atuar sobre o elemen¬ 
to contendo o gene gfp , pode causar a insergao des- 
se gene no DNA genomico. Entao, se o ovocito ou 
embriao der origem a um adulto, pode-se cruza-lo 
para verificar se ha transmissao de um transgene 
Sleeping Beauty/gfp para a geragao seguinte. Desse 
modo, seria possivel obter cepas de camundongos 
ou peixes-zebras que expressassem o gene gfp. 

Capitulo 18 

18.1 Por meio do estudo da smtese ou ausencia de 
smtese da enzima em celulas cultivadas em meios 
de composigao quimica definida. Se a enzima for 
sintetizada apenas na presenga de determinado 
metabolito ou de um grupo especffico de metabo- 
litos, provavelmente e induzivel. Se for sintetizada 
na ausencia, mas nao na presenga de determina¬ 
do metabolito ou grupo de metabolitos, provavel¬ 
mente e repressivel. 

18.3 


Gene ou elemento regulador Fungao 


(a) Gene regulador 

Codifica o repressor 

(b) Operador 

Sitio de ligagao do 
repressor 

(c) Promotor 

Sitio de ligagao da RNA 
polimerase e do comple¬ 
xo CAP-cAMP 

(d) Gene estrutural Z 

Codifica a (3-galactosidase 

(e) Gene estrutural Y 

Codifica a 3-galactosidio 
permease 


18.5 (a) 1, 2, 3 e 5; (b) 2, 3 e 5. 

18.7 O mutante O impede a ligagao do repressor ao 
operador. O mutante T nao pode se ligar a 0°. A 
proteina mutante I s tern um defeito no sitio alos- 
terico de ligagao da alolactose, mas tern um sitio 
normal de ligagao do operador. 

18.9 (a) 

PQ7AY- 

P(TZ~Y + 

(b) 

WZ+Y- 

T(TZ~Y + 

18.11 (a) As mutagoes & ocupam posigao no mapa mui¬ 
to perto do gene estrutural Z; as mutagoes T ocu¬ 
pam posigao no mapa um pouco mais distante do 
gene estrutural (mas ainda muito proximas dele; 
ver Figura 18.5). (b) Um diploide parcial / + OZ + F + / 
I + (DZ + Y + apresentaria smtese constitutiva de 0-ga- 
lactosidase e (S-galactosidio permease, enquanto 
um diploide parcial I + CYZ + Y + /I-CYZ + Y + seria induzi- 
vel para smtese dessas enzimas. (c) A mutagao & e 
m-dominante; a mutagao P e ^ra? 25 -recessiva. 

18.13 A repressao catabolica evoluiu para garantir o uso 
de glicose como fonte de carbono, quando esse 
carboidrato estiver disponivel, em lugar de fontes 
menos eficientes de energia. 

18.15 Regulagao positiva; o complexo CAP-cAMP tern 
efeito positivo sobre a expressao do operon lac. 
Ele ativa a transcrigao dos genes estruturais no 
operon. 

18.17 Mecanismos reguladores negativos, como os que 
incluem o repressor no operon de lactose, blo- 
queiam a transcrigao dos genes estruturais do 
operon, enquanto mecanismos positivos, como o 
complexo CAP-cAMP no operon lac, promovem a 
transcrigao dos genes estruturais do operon. 

18.19 A repressao/desrepressao do operon trp ocorre 
no inicio da transcrigao, modulando a frequencia 
com que a RNA polimerase inicia a transcrigao a 
partir dos promotores do operon trp. A atenuagao 
modula os niveis de transcrito de trp por alteragao 
da frequencia de termino da transcrigao na regiao 
lider do operon trp ( trpL ). 

18.21 Primeiro e preciso lembrar que a transcrigao e a 
tradugao estao acopladas em procariotos. Quando 
ha triptofano nas celulas, e produzido tRNA Tr P car- 
regado com triptofano. Isso possibilita a tradugao 
da sequencia lider trp ao longo dos dois codons Trp 
UGG ate o codon de termino UGA da sequencia 
lider trp. Essa tradugao da regiao lider trp impede 
o pareamento de bases entre as sequencias lideres 
de mRNA parcialmente complementares 75-83 e 
110-121 (ver Figura 18.15B), o que, por sua vez, 
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possibilita a formagao do “grampo” de termino da 
transcrigao com as sequencias lideres 110-121 e 
126-134 (verFigura 18.15G). 

18.23 Tan to a atenuagao de trp quanto o riborregulador 
de lisina desativam a expressao genica por termino 
da transcrigao em diregao 5' a partir das regioes 
codificadoras dos genes regulados. Em ambos ha 
formagao de estruturas secundarias de mRNA al- 
temativas - com altemancia entre a formagao de 
grampos antiterminador e terminador da transcri¬ 
gao - em resposta a presenga ou ausencia de um 
metabolito especifico (compare a Figura 18.15 e 
a Figura 2 no texto O futuro: O riborregulador 
[riboswitch] de lisina). 

Capitulo 19 

19.1 Em eucariotos multicelulares, o ambiente celular 
e relativamente estavel. Nao e necessario res¬ 
ponder com rapidez a mudangas do ambiente 
externo. Alem disso, o desenvolvimento de um 
organismo multicelular exige hierarquias regu- 
ladoras complexas constitufdas de centenas de 
genes diferentes. A expressao desses genes esta 
submetida a regulagao temporal e espacial, com 
frequencia por intricados processos de sinaliza- 
gao intracelular. 

19.3 A atividade do gene dystrophin poderia ser avaliada 
por blotting do RNA extraido dos diferentes tipos 
de celulas e hibridizagao com uma sonda do gene 
{Northern blotting); outra opgao seria a transcrigao 
reversa do RNA em cDNA usando um ou mais 
iniciadores especificos para o gene dystrophin » se- 
guida por amplificagao do cDNA resultante por 
reagao em cadeia da polimerase (RT-PCR). Outra 
tecnica seria a hibridizagao in situ - isto e, nas pro- 
prias celulas - do RNA de dystrophin com uma son¬ 
da do gene. Tambem seria possivel verificar a pro- 
dugao da proteina distrofina por cada tipo celular 
com uso de anticorpos antidistrofina para analisar 
protemas dos diferentes tipos celulares em Western 
blots ou analisar as protefnas nas proprias celulas - 
isto e, in situ. 

19.5 Um procedimento seria fomecer as larvas UTP 
um elemento constitutivo de RNA, marcado ra- 
dioativamente em diferentes condigoes - com e 
sem choque termico. Depois, preparar amostras 
de celulas politenicas dessas larvas para autorra- 
diografia. Se os pufes induzidos por choque termi¬ 
co contiverem genes transcritos intensamente, o 
sinal radioativo neles deve ser abundante. 

19.7 Por recomposigao alternativa do transcrito. 

19.9 Analise por Northern blot do RNA extraido de plan- 
tas cultivadas com e sem luz, ou amplificagao por 
PCR de cDNA produzido por transcrigao reversa 
desses mesmos extratos de RNA. 


19.11 Os acentuadores sao capazes de agir em qualquer 
sentido. 

19.13 Provavelmente nao, a menos que o promotor do 
gene gfp seja reconhecido e transcrito pela RNA 
polimerase de Drosophila de modo independente 
dos elementos de resposta ao choque termico. 

19.15 E provavel que a mutagao seja letal na condigao 
homozigota porque o fator de transcrigao con- 
trola muitos genes diferentes e e quase certo que 
uma mutagao por mudanga de matriz de leitura 
na sequencia codificadora anule a fungao do fator 
de transcrigao. 

19.17 O exon 3 contem um codon de termino na matriz 
de leitura {in-frame). Assim, a proteina traduzida 
do mRNA Sxl em machos sera mais curta que a 
proteina traduzida do mRNA Sxl mais curto em 
femeas. 

19.19 O intron poderia ser introduzido em um vetor 
de expressao GUS, que seria inserido em plantas 
Arabidopsis. Se o intron fiver um acentuador que 
estimula a expressao genica nas extremidades da 
raiz, as plantas transgenicas devem ter expressao 
de GUS nas extremidades da raiz. Veja um exem- 
plo desse tipo de analise no Problema resolvido do 
Capitulo 19. 

19.21 Sim. A aparencia difusa e inflada indica transcri¬ 
gao intensa dos genes nesse cromossomo - a cro- 
matina esta “aberta para negocios”. 

19.23 Os RNA de interference curtos tern como alvo 
moleculas de RNA mensageiro, que nao tern ni¬ 
trons. Assim, o siRNA sintetizado a partir de RNA 
bifilamentar derivado de um intron seria ineficaz 
contra um alvo de mRNA. 

19.25 O alelo de origem paterna {b) sera expresso na 
prole F r 

19.27 O RNA poderia ser isolado do tecido hepatico e 
encefalico. As tecnicas de Northern blot ou RT-PCR 
com esse RNA poderiam determinar qual dos 
genes {A ou B) e transcrito em que tecido. No 
Northern blot, as amostras de RNA seriam fraciona- 
das em gel desnaturante e transferidas para uma 
membrana, depois o RNA na membrana seria hi- 
bridizado com sondas gene-especificas, primeiro 
para um gene, depois para o outro (ou o pesqui- 
sador poderia preparar dois blots e hibridizar cada 
um com uma sonda diferente). Na RT-PCR, have- 
ria transcrigao reversa das amostras de RNA em 
cDNA usando iniciadores especificos para cada 
gene; depois, as moleculas de cDNA seriam ampli- 
ficadas por PCR padrao, e os produtos das amplifi- 
cagoes seriam fracionados por eletroforese em gel 
para identificar qual RNA genico estava presente 
nas amostras originais. 

19.29 O gene msl e inativo em femeas. 
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19.31 HP1, a protefna codificada pelo alelo selvagem 
do gene supressor participa da organizagao da 
cromatina. Talvez essa protefna heterocromatica 
se disperse da regiao perto do ponto de quebra 
da inversao no cromossomo que tem o alelo white 
mottled e cause a “heterocromatizagao” do locus 
white. Se houvesse deplegao de HP1 por desativa- 
gao de uma copia do gene que a codifica - isto 
e, por mutagao supressora do genotipo da mosca, 
a heterocromatizagao” do locus white seria menos 
provavel e talvez nao ocorresse. Entao, o locus white 
seria totalmente ativo em todas as celulas do olho, 
produzindo uma cor vermelha uniforme do olho. 

Capitulo 20 

20.1 A divisao desigual do citoplasma durante as diwi- 
soes meioticas; o transporte de substancias de ce¬ 
lulas adjacentes, como as celulas nutridoras, para 
o ovocito em Drosophila. 

20.3 Colegao de mutagoes com fenotipos diagnosticos; 
mapeamento das mutagoes e teste de alelismo en- 
tre elas; testes de epistasia com mutagoes em di- 
ferentes genes; clonagem de genes individual e 
analise de sua fungao em nfvel molecular. 

20.5 Discos imaginais. 

20.7 Na condigao homozigota, a mutagao causadora de 
fenilcetonuria tem efeito materno. As mulheres 
homozigotas para essa mutagao influenciam o de- 
senvolvimento intrauterino dos filhos. 

20.9 Esterilidade feminina. As femeas afetadas por 
essas mutagoes poem ovos anormais que nao se 
transformam em embrioes viaveis. 

20.11 As celulas somaticas que circundam um ovocito de 
Drosophila em desenvolvimento no ovario determi- 
nam onde sera clivada a protema spatzle, que e o 
ligante da protema receptora Toll. Por fim, essa 
clivagem ocorrera na face ventral do embriao em 
desenvolvimento. 

20.13 Diferenciagao ey —> boss —> sev —» R7 

20.15 Como o gene Pax6pcoduziu o mesmo fenotipo nas 
moscas que a hiperexpressao do gene eyeless , esses 
genes tem necessariamente homologia funcional 
e estrutural. Portanto, devem-se esperar olhos adi- 
cionais ou primordios oculares no camundongo 
com expressao de eyeless. 

20.17 Por teste Northern blot de RNA extrafdo dos tecidos 
em diferentes perfodos durante o desenvolvimen¬ 
to. Hibridiza-se o blot com sondas gene-especfficas. 

20.19 A clonagem reprodutiva de mamfferos como car- 
neiros, camundongos e gatos indica que os nucle- 
os de celulas somaticas tem todas as informagoes 
geneticas para guiar o desenvolvimento de um or- 
ganismo viavel completo. Tambem mostra que mo 


dificagoes epigeneticas da cromatina, como a inati- 
vagao do cromossomo X, podem ser redefinidas. 

20.21 Se cada anticorpo e constituido de um tipo de 
cadeia leve e um tipo de cadeia pesada, e se as 
cadeias leves e pesadas podem se combinar livre- 
mente, a possibilidade de produzir 100 milhoes 
de anticorpos diferentes implica a existencia de 
10.000 genes de cadeia leve e 10.000 genes de ca¬ 
deia pesada (10.000 X 10.000 = 100 milhoes). Se 
cada cadeia leve tem 220 aminoacidos, cada gene 
de cadeia leve contem necessariamente 3 X 220 = 
660 nucleotfdios, porque cada aminoacido e espe- 
cificado por uma trinca de nucleotfdios; do mes¬ 
mo modo, cada gene de cadeia pesada tem 3 X 
450 = 1.350 nucleotfdios. Portanto, o genoma tem 
de conter 10.000 X 660 = 6,6 milhoes de nucleotf¬ 
dios dedicados a produgao da cadeia leve e 10.000 
X 1.350 = 13,5 milhoes de nucleotfdios dedicados 
a producao da cadeia pesada. Ao todo, entao, o 
genoma tem de conter 19,5 milhoes de nucleotf¬ 
dios dedicados a codificagao dos aminoacidos das 
varias cadeias de anticorpos. 

Capitulo 21 

21.1 O cancer foi denominado doenga genetica por¬ 
que e causado por mutagoes de genes que contro- 
lam o crescimento e a divisao celular. As formas 
nao hereditarias de cancer sao causadas por mu¬ 
tagoes das celulas somaticas. Essas mutagoes, po- 
rem, podem ser induzidas por fatores ambientais, 
entre eles fumaga do tabaco, poluentes qufmicos, 
radiagao ionizante e luz UV. As formas heredita¬ 
rias de cancer tambem incluem frequentemente a 
ocorrencia de mutagoes somaticas induzidas pelo 
ambiente. 

21.3 A aneuploidia poderia incluir a perda de copias 
funcionais de genes supressores tumorais ou a du- 
plicagao impropria de proto-oncogenes. A perda 
de genes supressores tumorais eliminaria os freios 
naturais da divisao celular, e a duplicagao de pro¬ 
to-oncogenes aumentaria a abundancia de fatores 
que promovem a divisao celular. 

21.5 Eles tem fntrons. 

21.7 Os produtos desses genes tem papeis importantes 
nas atividades celulares. 

21.9 As celulas NIH 3T3 cultivadas provavelmente tem 
outras mutagoes que predispoem ao cancer; a 
transfecgao dessas celulas com um oncogene c-H-ras 
mutante pode ser a ultima etapa no processo de 
transformagao em celulas cancerosas. As celulas 
embrionarias cultivadas provavelmente nao tem as 
mutagoes predisponentes necessarias para que se 
tomem cancerosas; portanto, continuam a se divi- 
dir normalmente quando sao transfectadas com o 
oncogene c-H-ras mutante. 
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21.11 O retinoblastoma e resultado da condigao homo- 
zigota para um alelo com perda de fungao (reces- 
sivo). A ocorrencia esporadica de retinoblastoma 
requer duas mutagoes desse gene na mesma celu- 
la ou linhagem celular. Portanto, o retinoblastoma 
e raro em individuos que, no momento da con- 
cepgao, sao homozigotos para o alelo selvagem do 
gene RB . Nesses individuos, espera-se que a fre- 
quencia de tumores nos dois olhos seja igual ao 
quadrado da frequencia de tumores em um olho. 
Individuos heterozigotos para um alelo RB mutan- 
te necessitam de apenas uma mutagao somatica 
para desenvolver retinoblastoma. Como existem 
milhoes de celulas em cada retina, e alta a proba- 
bilidade de que essa mutagao somatica ocorra em 
pelo menos uma celula em cada olho, levando ao 
surgimento de tumores nos dois olhos. 

21.13 Em nivel celular, as mutagoes com perda de fun¬ 
gao do gene RB sao recessivas; uma celula hetero- 
zigota para essa mutagao divide-se normalmente. 
Entretanto, quando ha uma segunda mutagao, essa 
celula toma-se cancerosa. Se a primeira mutagao de 
RB foi hereditaria, existe uma alta probabilidade de 
que o portador dessa mutagao desenvolva retinoblas¬ 
toma porque uma segunda mutagao pode ocorrer 
a qualquer momento durante a formagao da retina 
nos dois olhos. Assim, o indivfduo esta predisposto a 
desenvolver retinoblastoma, e e essa predisposigao 
que tern um padrao de heranga dominante. 

21.15 Por ligagao aos fatores de transcrigao E2F, pRB im¬ 
pede que esses fatores de transcrigao ativem seus 
genes-alvo, que codificam protemas que partici- 
pam do progresso do ciclo celular; portanto, pRB 
e um regulador negativo de fatores de transcrigao 
que estimulam a divisao celular. 

21.17 As celulas homozigotas para uma mutagao com 
perda de fungao no gene pl6 podem se dividir de 
maneira descontrolada porque a proteina pi6 nao 
seria capaz de inibir a atividade de ciclina-CDK 
durante o ciclo celular. Portanto, o gene pi6 seria 
classificado como gene supressor tumoral. 

21.19 As celulas homozigotas para uma mutagao com 
perda de fungao no gene BAX seriam incapazes 
de evitar a repressao da via de morte celular pro- 
gramada pelo produto genico BCL-2. Consequen- 
temente, essas celulas seriam incapazes de execu- 
tar essa via em resposta a lesao do DNA induzida 
por tratamento com radiagao. Essas celulas conti- 
nuariam a se dividir e a acumular mutagoes; por 
fim, haveria uma boa chance de que se tornassem 
cancerosas. O gene BAX seria classificado como 
gene supressor tumoral. 

21.21 Se uma celula fosse heterozigota para uma mu¬ 
tagao que causou a uniao firme e constitutiva de 
p53 ao DNA de seus genes-alvo, seu crescimento 
e sua divisao poderiam ser retardados ou poderia 


haver indugao de apoptose. Essa celula seria mais 
sensivel aos efeitos da radiagao ionizante porque a 
radiagao aumenta a expressao de p53, e nesse caso 
p53 estaria predisposta a ativar seus genes-alvo, 
causando resposta celular vigorosa a radiagao. 

21.23 Provavelmente, elas diminuxram a capacidade de 
ligagao de pAPC a (3-catenina. 

21.25 A maior irritagao do epitelio intestinal causada 
por uma dieta pobre em fibras e rica em gordura 
aumentaria a necessidade de divisao celular nesse 
tecido (para substituir as celulas perdidas em vir- 
tude da irritagao), com aumento correspondente 
da oportunidade de ocorrencia de mutagoes cau- 
sadoras de cancer. 

21.27 Nao. Aparentemente, ha outra via, nao mediada 
por p53, que leva a ativagao do gene p21. 

Capitulo 22 

22.1 Alguns genes implicados na cardiopatia sao apre- 
sentados na Tabela 22.2. Os fatores ambientais 
incluem alimentagao, pratica de exercicio fisico e 
tabagismo. 

22.3 A concordancia em gemeos monozigoticos e qua- 
se o dobro da concordancia em gemeos dizigoti- 
cos. Gemeos monozigoticos tern duas vezes mais 
genes em comum que os gemeos dizigoticos. Os 
dados sao uma forte indicagao de que o alcoolis- 
mo tem base genetica. 

22.5 Como 8/2.012 e aproximadamente 1/256 = 
(1/4) 4 , aparentemente quatro genes determinan- 
tes de tamanho eram segregados nos cruzamentos. 

22.7 Porque S(X- media) = 0. 

22.9 3,17/6,08 = 0,52. 

22.11 V e estimada pela media das variancias das popu- 
lagoes endogamicas: 9,4 cm 2 . V e estimada pela 
diferenga entre as variancias da populagao polini- 
zada aleatoriamente e as populagoes endogami¬ 
cas: (26,4 - 9,4) = 17,0 cm 2 . A herdabilidade em 
sentido amplo e H 2 = VJV T - 17,0/26,4 = 0,64. 

22.13 A herdabilidade em sentido amplo tem de ser 
maior que a herdabilidade em sentido restrito 
porque IP = V/V T > VJV T = H l . 

22.15 (15 - 12) (0,3) + 12 = 12,9 cerdas. 

22.17 h 2 = R/S= (12,5 - 10)/(15 - 10) = 0,5; a selegao 
para aumento da velocidade de crescimento deve 
ser eficaz. 

22.19 Os meios-irmaos tem 25% dos genes em comum. Por¬ 
tanto, o valor maximo de /r e de 0,14/0,25 = 0,56. 

22.21 As correlagoes para MZJ nao sao muito diferentes 
das correlagoes para MZS. Evidentemente, para 
essas caracteristicas de personalidade, a ambienta- 
lidade (C 2 na Tabela 22.3) e desprezivel. 
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Capi'tulo 23 

23.1 Frequencia de L M na populagao da America Cen¬ 
tral: p = (2 X 53 + 29)/ (2 X 86) = 0,78; q = 0,22. 
Frequencia de L M na populagao da America do 
Norte: p= (2 X 78 + 61)/(2 X 278) = 0,39; q= 0,61. 

23.3 <f = 0,0004; q = 0,02. 

23.5 Frequencia de pessoas que sentem o sabor (geno- 
tipos 7Te Tt): (0,4) 2 + 2(0,4) (0,6) = 0,64. Frequencia 
de pessoas TT que sentem o sabor entre todos os que 
sao sensfveis ao sabor: (0,4) 2 /(0,64) = 0,25. 

23.7 (0,00025) 2 = 6,25 X 10^. 

23.9 Em mulheres, a frequencia do fenotipo dominan- 
te e 0,36. A frequencia do fenotipo recessivo e 0,64 
= ; assim, q = 0,8e p = 0,2. Portanto, a frequencia 
do fenotipo dominante em homens e p = 0,2. 

23.11 A frequencia de heterozigotos = H = 2 pq = 2p(l - 
p). Usando o calculo, determine a derivada de He 
iguale o resultado a zero para determinar o valor 
de p que maximiza H: dH/ dp = 2 - 4p = 0 significa 
que p = 2/4 = 0,5. 

23.13 Supondo que a populagao esteja em equilfbrio de 
Hardy-Weinberg, a frequencia do alelo para cor 
clara e a raiz quadrada da frequencia de homozi- 
gotos recessivos. Assim, q = V0,49 = 0,7, e a fre¬ 
quencia do alelo para cor escura e 1 - q - p = 0,3. 
De f- = 0,09, estimamos que 0,09 X 100 = 9 das ma- 
riposas escuras na amostra sao homozigotas para o 
alelo dominante. 


(0,0196) 2 = 0,00038, que e apenas ligeiramente menor 
que a incidencia na geragao anterior, (b) A incidencia 
de fibrose cistica nao se modifica muito porque a selegao 
so pode atuar contra o alelo recessivo quando esta em 
homozigotos, que sao raros na populagao. 

23.23 ^ = 4X 10- 5 ; assim q= 6,3 X 10" 3 e 2pq = 0,0126. 

23.25 A probabilidade de fixagao de A 2 e 0,5; a probabi- 
lidade de perda de A 3 e 1 - 0,3 = 0,7. 

23.27 p = 0,2; em equilfbrio, p = t/(s + t). Como 5=1, 
podemos calcular t; t= 0,25. 

23.29 No equilfbrio mutagao-selegao, q = \fu/s = q = 

Vio-yi =o,ooi. 

Capitulo 24 

24.1 Entre outras coisas, Darwin observou especies nas 
ilhas diferentes entre si e das especies continen¬ 
tals, mas que ainda eram suficientemente seme- 
lhantes para indicar um parentesco. Ele tambem 
observou varia^ao nas especies, sobretudo em 
ragas domesticadas, e \iu como as caracterfsticas 
de um organismo poderiam ser modificadas por 
cruzamento seletivo. As observagoes de organis- 
mos fossilizados indicaram que algumas especies 
foram extintas. 

24.3 A frequencia do alelo a e 0,06 na populagao da 
Africa do Sul e 0,42 na populagao da Inglaterra. As 
frequencias genotfpicas previstas considerando-se 
que haja cruzamento aleatorio sao: 


23.15 A frequencia final de GGe 0,2; a frequencia final 
de ggc 0,8. 

23.17 (a) A frequencia de A na populagao unificada e 
0,5 e a frequencia de a tambem e 0,5; (b) 0,25 
(AA), 0,50 (Aa) e 0,25 ( aa ); (c) persistirao as fre¬ 
quencias em (b). 

23.19 As aptidoes relativas podem ser calculadas por 
divisao de cada probabilidade de sobrevida pela 
maior probabilidade (0,92). Assim, as aptidoes re¬ 
lativas sao 1 para GG, 0,98 = 1 - 0,02 para Gg, e 
0,61 = 1 - 0,39 para gg. Os coeficientes de selegao 
sao q = 0,02 para Gge s 2 = 0,39 para gg. 

23.21 (a) Use o seguinte esquema: 


Genotipo CC Cc cc 


Frequencia de 
Hardy-Weinberg 
Aptidao relativa 
Contribuigao rela¬ 
tiva para a proxi- 
ma geragao 
Contribuigao pro- 
porcional 


(0,98) 2 = 
0,9604 
1 

(0,9604) X 1 


2(0,98) (0,02) (0,02) 2 = 

= 0,0392 0,0004 

1 0 

(0,0392) X 1 0 


0,9604/0,9996 0,0392/0,9996 0 
= 0,9608 = 0,0392 


A nova frequencia do alelo para fibrose cistica e (0,5) 
(0,0392) = 0,0196; assim, a incidencia da doenga sera 


Genotipo 

Africa do Sul 

Inglaterra 

aa 

(0,06) 2 = 0,004 

(0,42) 2 = 0,18 

ab 

2(0,06) (0,94) = 

2(0,42) (0,58) = 


0,11 

0,49 

bb 

(0,94) 2 = 0,88 

(0,58) 2 = 0,33 


24.5 Na amostra, a frequencia do Fe (2 X 32 + 46)/(2 
X 100) = 0,55 e a frequencia do alelo Sc 1 - 0,55 = 
0,45. As frequencias genotfpicas previstas e obser- 
vadas sao: 


Genotipo 

Observado 

Previsao de Hardy-Weinberg 

FF 

32 

100 X (0,55) 2 = 30,25 

FS 

46 

100 X 2(0,55) (0,45) =49,5 

SS 

22 

100 X (0,45) 2 = 20,25 


Para verificar o consenso entre os valores obser- 
vado e previsto, calculamos uma estatfstica de 
qui-quadrado com um grau de liberdade: x 2 = 
2(obs. - prev.) 2 /prev. = 0,50, que nao e significati¬ 
ve no nfvel de 5%. Assim, a populagao parece estar 
em equilfbrio de Hardy-Weinberg para o locus da 
alcool desidrogenase. 

24.7 Na terceira posigao de alguns dos codons. Por cau¬ 
sa da degeneragao do codigo genetico, diferentes 
codons podem especificar o mesmo aminoacido. 
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A degeneragao e mais acentuada na terceira posi- 
gao de muitos codons, onde pode haver diferentes 
nucleotidios sem modificagao do aminoacido es- 
pecificado. 

24.9 Os carboidratos complexos nao sao “documentos 
da historia evolutiva” porque, embora sejam poll- 
meros, sao tipicamente constituidos de uma subuni- 
dade incoiporada repetidas vezes em uma cadeia. 
Esse polfmero tem pequeno ou nenhum “conteudo 
de informagoes”. Assim, a oportunidade de distin- 
guir um carboidrato complexo obtido de dois orga- 
nismos diferentes e pequena ou nula. Alem disso, 
os carboidratos complexos nao sao parte do meca- 
nismo genetico; sua formagao e, em ultima analise, 
especificada pela agao de enzimas, que sao produtos 
genicos, mas eles proprios nao sao material genetico 
nem produtos do material genetico. 

24.11 As histidinas sao rigorosamente conservadas por¬ 
que tem uma importante fungao - ancoragem 
do grupo heme na hemoglobina. Como esses 
aminoacidos sao fortemente restringidos pela se- 
legao natural, nao evoluem por mutagao e deriva 
genetica aleatoria. 

24.13 Estime o numero medio de substituigoes por sitio 
na molecula de ribonuclease por -In(5), onde S 
= (124 - 40)/124 = 0,68, a proporgao de aminoa¬ 
cidos iguais nas moleculas de rato e de boi. Por- 
tanto, o numero medio de substituigoes por sitio 
desde que as linhagens de boi e rato divergiram de 


um ancestral comum e 0,39. A taxa evolutiva nas 
linhagens de boi e rato e de 0,39/(2 X 80 milhoes 
de anos) = 2,4 substituigoes por sitio a cada bilhao 
de anos. 

24.15 O inverso da taxa, isto e, l/K 

24.17 A protema com a maior taxa evolutiva nao e tao 
restringida pela selegao natural como a protema 
com a menor taxa evolutiva. 

24.19 As sequencias repetitivas proximas podem mediar 
o pareamento deslocado durante a meiose. A tro- 
ca com a participagao das sequencias deslocadas 
pode duplicar a regiao entre elas. 

24.21 Cruzamento de D. mauritiana com D. simulans 
para verificar se essas duas especies estao isoladas 
reprodutivamente. Por exemplo, elas produzem 
descendentes? Em caso afirmativo, a prole e fertil? 

24.23 A interagao Kpn^pn e um exemplo do tipo de epis- 
tasia negativa que poderia impedir que popula- 
goes evoluidas separadamente se fundissem em 
uma populagao panmftica. A mutagao Kpn teria 
evoluido em uma populagao e uma mutagao pn 
em outra populagao geograficamente separada. 
Quando as populagoes se juntam, as duas muta- 
goes podem ser reunidas na mesma mosca por in- 
tercruzamento. Se a combinagao dessas mutagoes 
for letal, as populagoes previamente separadas 
nao serao capazes de trocar genes; isto e, elas esta- 
rao reprodutivamente isoladas. 
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Este glossario introduz alguns termos basicos e recorrentes no livro. Nomes de substancias qufmicas, definigoes de tcrmos espe- 

cializados e vanantes de nomes basicos foram omitidos, mas constam do fndice remissivo. Procure no fndice remissivo os termos 
que nao encontrar no glossario. 


A 

Aberragao cromossdmica. Estrutura ou numero de cromosso- 
mos anormal; inclui deficiencia ou delegao, duplicagao, in- 
versao, translocagao, aneuploidia, poliploidia ou qualquer 
outra variagao do padrao normal. 

Abscissa. A escala horizontal de um grafico. 

Acentuador. Substancia ou objeto que intensifica uma ativida- 
de qufmica ou um processo fisiologico; um gene de efeito 
maior ou modificador que intensifica um processo fisiolo¬ 
gico, uma sequencia de DNA que influencia a transcrigao 
de um gene adjacente. 

Acido desoxirribonucleico. Veja DNA. 

Acido nitroso. HN0 2 , um potente mutageno qufmico. 

Acido nucleico. Macromolecula constitufda de acido fosforico, 
pentose e bases organicas; DNA e RNA. 

Acido ribonucleico. Veja RNA. 

Acoplamento (configuragao cis). Condigao na qual um hetero- 
zigoto duplo recebeu duas mutagoes ligadas de um genitor 
e seus alelos selvagens do outro (p. ex., ab/abX + +/+ + 
produz a b/+ + (cf. Repulsao). 

Acridinas. Classe de moleculas policfclicas com carga eletrica 
positiva que sao intercaladas no DNA e induzem mutagoes 
por mudanga da matriz de leitura; usadas como corantes. 

Acrocentrico. Termo modificador que designa um cromossomo 
ou cromatide cujo centromero esta perto da extremidade. 

Activator (Ac). Elemento transpomvel (transposon) do milho 
que codifica uma enzima transposase capaz de catalisar o 
movimento de elementos Ac e de outros membros da fa- 
mflia Ac/Ds. 

ADA" SCLD (imunodeficiencia combinada grave com deficien¬ 
cia de adenosina desaminase). Disturbio autossomico re- 
cessivo em seres humanos causado pela ausencia da enzi¬ 
ma adenosina desaminase, que catalisa a degradagao da 
desoxiadenosina. Na ausencia dessa enzima, os derivados 
toxicos desse nucleosfdio acumulam-se e destroem as celu- 
las necessarias para a resposta imune normal a infecgoes. 

Adaptagao. Ajuste de um organismo ou de uma populagao a 
um ambiente. 

Adenina (A). Uma base purinica encontrada no RNA e no DNA. 

Adigao genica. Acrescimo de copia funcional de um gene ao 
genoma de um organismo. 

A-DNA. Dupla helice de DNA dextrogira que tern 11 pares de 
bases por volta. O DNA apresenta-se nessa forma quando 
parcialmente desidratado. 


Agente hidroxilante. Substancia qufmica - como o mutageno 
hidroxilamina - que transfere grupos hidroxila para outras 
moleculas. 

Agente intercalar. Substancia qufmica capaz de se inserir entre 
pares de base adjacentes em uma molecula de DNA. 

Agentes alquilantes. Substancias qufmicas que transferem gru¬ 
pos alquila (media, etila e assim por diante) para as bases 
no DNA. 

AIDS (smdrome de nnunodeficiencia adquirida). Doenga hu- 
mana geralmente fatal na qual o sistema imune e destrufdo 
pelo virus da imunodeficiencia humana (HIV). 

Albinismo. Ausencia de pigmento na pele, nos pelos e nos olhos 
de um animal. Ausencia de clorofila em vegetais. 

Alga t. Alga de DNA formada por sequencias repetidas de telo- 
meros na extremidade de um cromossomo linear quando 
um filamento unico na terminagao 3' invade uma unidade 
de repetigao na diregao 5' e emparelha-se com o filamento 
complementar ao mesmo tempo que desloca o filamento 
equivalente. 

Alcaptonuria. Disturbio metabolico hereditario. As pessoas com 
alcaptonuria excretam quantidade excessiva de acido ho- 
mogentfsico (alcaptona) na urina. 

Algas R. Regioes de DNA unifilamentares em hfbridos de 
RNA-DNA formados in vitro em condigoes em que os fila- 
mentos duplos de RNA-DNA sao mais estaveis que os fila- 
mentos duplos de DNA-DNA. 

Alelo (alelomorfo; adj., alelico, alelomorfico). Elemento de um 
par, ou serie, de formas alternativas de um gene que ocor- 
rem em determinado locus de um cromossomo. Os alelos 
sao indicados pelo mesmo sfmbolo basico (p. ex., D para 
pes de ervilha altos e d para pes de ervilha anoes). (Veja 
tambem Alelos multiplos.) 

Alelo nulo. Forma mutante de um gene que nao cria um produ- 
to ou que cria um produto totalmente inativo. 

Alelos codominantes. Alelos que produzem efeitos indepen- 
dentes quando heterozigotos. 

Alelos multiplos. Condigao em que determinado gene ocorre 
em tres ou mais formas alelicas em uma populagao de or- 
ganismos. 

Aleurona. Camada externa do endosperma de uma semente. 

Alongamento (da srntese de DNA, RNA ou protemas). Incorpo- 
ragao da segunda subunidade e das subsequentes (nucleo- 
tfdios e aminoacidos) durante a sfntese de uma macromo¬ 
lecula (DNA, RNA ou polipeptfdio). 

Alopoliploide. Poliploide que tern conjuntos de cromossomos 
de diferentes especies; poliploide que contem conjuntos 
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de cromossomos geneticamente diferentes oriundos de 
duas ou mais especies. 

Alotetrapirndc. Organismo com quatro genomas derivado da 
hibridizagao de diferentes especies. Em geral, as formas 
que se estabelecem tern dois genomas de uma especie e os 
dois outros de outra especie. 

Alozima. Variance de uma enzima detectada por eletroforese. 
Ambientalidade. A proporgao da variancia fenoti'pica total de 
uma caracteristica quantitativa decorrente dos efeitos de 
um ambiente era comum. 

Ambiente. Reuniao de todas as condigoes extemas e influences 
que afetam a rida e o desenvolvimento de um organismo. 
Aminoacido. Qualquer substancia organica pertencente a uma 
classe que contem um grupo amino (NH,) e um grupo 
carboxila (COOH). Os aminoacidos sao os precursores das 
protefnas. Alanina, prolina, treonina, histidina, lisina, glu- 
tamina, fenilalanina, triptofano, valina, arginina, tirosina e 
eucina estao entre os aminoacidos mais comuns. 

Aminoacil-tRNA sintetases. Enzimas que catalisam a formagao 

de ltgagoes de alta energia entre aminoacidos e moleculas 
de tRNA. 

Amnio. Membrana delgada que reveste a bolsa cheia de Ifquido 
na qual se desenvolve o embriao de vertebrados superiores. 
Amniocentese. Procedimento de coleta de Ifquido amniotico de 
uma mulher gravida. A analise direta da composigao quf- 
mtca do Ifquido e realizada para diagnostico de algumas 
doengas. As celulas sao cultivadas, e examinam-se os cro¬ 
mossomos em metafase para identifkagao de irregularida- 
des (p. ex., trissomia). 

Amorfico. Termo aplicado a um alelo mutante que suprime to- 
talmente a expressao genica. Esse alelo mutante e denomi- 
nado amorfo. 

Amostra. Grupo de itens selecionados para representar uma 
grande populagao. 

AMP cicKco. 3', 5'-monofosfato de adenosina, uma pequena 
molecula que precisa se ligar a protema ativadora do ca- 
tabolismo (GAP) para que o complexo (GAP/cAMP) se 
ligue aos promotores de operons e estimule a transcrigao. 
Amplificagao (moleculas de DNA recombinantes). Produgao 
de muitas copias de uma molecula de DNA recombinante 

recem-construfda. 

Amplificagao do exon. Procedimento usado para identificar re- 
gioes codificadoras (exons) ladeadas por sftios de splicing 
o' e 3' de fntron. r s 

Amplificagao genica. Fenomeno pelo qual o DNA de um gene 
ou de um conjunto de genes especffico e replicado sepa- 
rado do restante do genoma para aumentar o numero de 
copias do gene. 

Anafase. Estagio da mitose ou meiose em que os cromosso- 
mos filhos vao da placa equatorial ate polos opostos da 
celula (em diregao as extremidades do fuso), A anafase 
sucede a metafase e precede a telofase. 

Anafase I. Estagio da primeira divisao meiotica em que os cro¬ 
mossomos homologos duplicados separam-se e comegam a 
se deslocar em diregao a polos opostos da celula. 

Anafase H. Estagio da segunda divisao meiotica em que as cro- 
matides-irmas de um cromossomo duplicado se separam e 
comegam a se deslocar em diregao a polos opostos da celula. 

Analise do perfil de DNA (analise da impressao digital de 
DNA). Uso de dados da sequencia de DNA - sobretudo de 


repetigoes curtas em serie (STR) altamente polimorficas 
e repengoes em sene em numero variavel (VNTR) - para 
identificagao pessoal. 1 

Analogos de bases. Bases purfnicas ou pirimidfnicas nao natu¬ 
rals. um pouco diferentes das bases normais, que podem 
ser tncorporadas aos acidos nucleicos. Muitas vezes sao 
mutagenicas. 

Androgenio. Hormonio masculine que controla a atividade se- 
xual em animais vertebrados. 

Anemia. Disturbio caracterizado por palidez, fraqueza e disp- 
neia,^ decorrente da deficiencia de hemoglobina ou dimi- 
nuicao do numero dc hemacias. 

Aneuploide. Organismo ou celula cujo numero de cromosso¬ 
mos nao e um multiplo exato do monoploide (n) com um 
genoma, isto e. hiperploide, maior (p. ex., 2n + 1) ou hi- 
poploide, menor (p. ex., 2n-l). Tambem designa os casos 
de dupheagao ou ausencia de parte de um cromossomo. 

Anfidiploide. Especie ou tipo de vegetal derivado da duplica- 
gao dtxs cromossomos na F, hfbrida de duas especies; um 
a opoliploide. No anfidiploide, as duas especies sao conhe- 
cidas, enquanto nos outros alopoliploides elas podem ser 
desconhecidas. 

Antera. Orgao das flores que produz polen. 

Anticodon. Tres bases de um RNA transportador que sao com- 
p ementares as tres bases de um codon especffico no RNA 
mensageiro. 

AnUcorpo. Substancia de um tecido ou Ifquido do corpo que 
combate uma substancia estranha (antfgeno). 

Antigeno. Substancia, geralmente uma protema, a qual se liga 
um anticorpo ou um receptor de celulas T quando intro- 
duzida em um organismo vertebrado. 

Antiterminador de transcrigao. Protema que impede a RNA po- 
hmerase de parar a transcrigao em sequencias especfficas 
de termino de transcrigao. 

Apomixia. Metodo assexuado de reprodugao em que ha produ- 
gao de oosferas nao reduzidas (geralmente diploides) que 
se desenvolvem sem fertilizagao. 

Apoptose. Fenomeno no qual celulas eucariotas morrem por 
eventos intemos geneticamente programados. 

Aptidao relativa. A sobrerivencia e a capacidade reprodutiva de 
um genotipo em uma populagao em comparagao com a so- 
brevrvencia e a capacidade reprodutiva de outro genotipo 
nessa populagao. 

Aptidao. O numero de filhos de um indivfduo, muitas vezes 
comparado com a media da populagao ou com algum 
outro padrao, como o numero de filhos de detenninado 
genotipo. 

Asco. Saco reprodutivo do estagio sexuado de um tipo de fungo 
(ascomiceto) no qual sao produzidos os ascosporos. 

Ascosporo. Um dos esporos contidos no asco de determinados 
fungos como Neurospora. 

Assmapse. Ausencia de pareamento ou pareamento parcial de 
cromossomos homologos durante a profase meiotica. 

Atenuagao. Mecanismo de controle da expressao genica em pro- 
canotos que implica o termino prematuro da transcrigao. 

Atenuador. Sequencia de nucleotfdios na regiao 5' de um gene 
procanoto (ou em seu RNA) que causa o termino prema¬ 
turo da transcrigao, possivelmente por formagao de uma 
estrutura secundaria. 
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Ativador (da expressao genica). Produto de genes reguladores 
que estimula, ou ativa, a expressao de outros genes. 

ATP. Trifosfato de adenosina: substancia rica em energia que 
promove determinadas atividades celulares. 

Autofertilizagao. Processo pelo qual o polen de determinado 
vegetal fertiliza os ovulos do mesmo vegetal. Diz-se que os 
vegetais fertilizados dessa forma foram autopolinizados. 
Processo analogo ocorre em alguns animais, como nema- 
todeos e moluscos. 

Autonomo. Termo usado para designar toda unidade biologica 
que tem fungao independente, isto e, sem a ajuda de outra 
unidade. Por exemplo, um elemento transpomvel que co- 
difica uma enzima para sua propria transposigao (cf. Nao 
autonomo). 

Autopoliploide. Poliploide que tem conjuntos multiplos e iden- 
ticos ou quase identicos de cromossomos (genomas). Uma 
especie poliploide com genomas derivados da mesma es- 
pecie original. 

Autorradiografia. Registro fotografico no qual se marca uma 
substancia, como o DNA, com uma substancia radioativa, 
como a timidina tritiada, e se espera determinado perio- 
do ate que a imagem produzida por decaimento radioativo 
seja revelada em um filme. 

Autossomo. Qualquer cromossomo nao sexual. 

Auxotrofico. Microrganismo mutante (p. ex., bacteria ou le- 
vedura) que nao cresce em meio mmimo, mas requer o 
acrescimo de alguma substancia como um aminoacido ou 
uma vitamina. 

B 

BAC (cromossomos artificiais bacterianos). Vetores de clona- 
gem construidos a partir de fatores de fertilidade bacteria- 
na (F); como os vetores YAC, eles aceitam insertos grandes 
de 200 a 500 kb. 

Bacterias lisogenicas. Bacterias que abrigam bacteriofagos tem- 
perados. 

Bacteriofago. Virus que ataca bacterias. Esses virus sao deno- 
minados bacteriofagos porque destroem as bacterias hos- 
pedeiras. 

Banda satelite. Banda formada por DNA em gradiente de den- 
sidade diferente e menor que o DNA da banda principal. 
A banda satelite contem sequencias de DNA repetidas de- 
nominadas DNA satelites com densidade menor ou maior 
que o DNA da banda principal. 

Bandeamento cromossomico. Coloragao de cromossomos que 
mostra areas claras e escuras ao longo dos cromossomos. 
As comparagoes laterals identificam os pares. E possivel 
identificar cada cromossomo humano pelo padrao de 
bandas. 

B-DNA. DNA bifilamentar cuja helice e dextrogira, com 10,4 pa¬ 
res de bases por volta; a conformagao do DNA quando pre¬ 
sente em solugoes aquosas com baixa concentragao de sal. 

Biblioteca de cDNA. Conjunto de clones de cDNA contendo 
copias dos RNA isolados de um organismo ou de um tipo 
especffico de tecido ou celula de um organismo. 

Biblioteca de DNA genomico. Colegao de genes contendo as 
sequencias do DNA genomico de um organismo. 

Bioinformatica. Estudo da genetica e de outras informagoes 
biologicas usando tecnicas de computador e estatisticas. 


Biometria. Aplicagao de metodos estatisticos ao estudo de pro- 
blemas biologicos. 

Biopsia de vilosidades corionicas. Procedimento no qual amos- 
tras de celulas de um embriao sao coletadas para teste ge- 
netico. 

Bivalente. Par de cromossomos homologos em sinapse ou asso- 
ciados que passaram por um processo de duplicagao para 
formar um grupo de quatro cromatides. 

Blastomero. Qualquer uma das celulas formadas nas primeiras 
clivagens no desenvolvimento de animais. 

Blastula. Em animais, forma embrionaria inicial que sucede o 
estagio de morula; em geral, uma camada simples ou uma 
esfera de celulas. 

Bolha de replicagao. Regiao localizada de separagao do fila- 
mento complementar que ocorre na origem da replicagao 
no infcio da replicagao do DNA. 

Bolha de transcrigao. Segmento de DNA com desenrolamento 
local no qual esta sendo sintetizado um transcrito de RNA. 

Bombardeamento com microprojeteis. Procedimento que visa 
transformar celulas vegetais pelo disparo de partfculas de 
tungstenio ou de ouro revestidas de DNA para dentro das 
celulas. 

c 

Cadeia kappa. Uma das duas classes de cadeias leves de anticor- 
po (cf. Cadeia lambda). 

Cadeia lambda. Uma das duas classes de cadeias leves de anti- 
corpo (cf. Cadeia kappa). 

Calvicie de padrao masculino. Forma hereditaria de calvfcie na 
qual a rarefagao do cabelo comega no topo da cabega. 

Caminhadano cromossomo {chromosome walking). Procedimen¬ 
to que usa grandes clones superpostos para o deslocamen- 
to sequencial de um sitio para outro ao longo de um cro¬ 
mossomo. (Veja tambem Clonagem positional.) 

Cancer colorretal nao polipoide. Tipo de cancer encontrado na 
porgao inferior do trato digestivo, as vezes herdado como 
um disturbio dominante. 

Cap 5' (mRNA). O cap (capacete) de 7-metil-guanosina acres- 
centado a maioria dos mRNA eucanoticos apos a transcri- 
gao. 

Capsulas de polissacaridio. Revestimentos de carboidrato com 
especificidade antigenica que estao presentes em alguns 
tipos de bacterias. 

Caracteristica de limiar. Caracterfstica que tem manifestagao 
descontinua, mas e influenciada por variagoes geneticas e 
ambientais continuas. 

Caracteristica multifatorial. Caracteristica determinada por 
uma combinagao de varios fatores geneticos e ambientais. 

Caracteristicas quantitativas. Fenotipos mensuraveis, como al- 
tura, peso e velocidade de crescimento. 

Carater (caracteristica). Um dos muitos detalhes da estrutura, 
forma, substancia ou fungao que compoem um organismo 
individual. 

Carboidrato. Molecula constituida de carbono, hidrogenio e 
oxigenio na proporgao de 1:2:1; uma molecula de agucar 
ou uma macromolecula composta de subunidades de agu¬ 
car. 

Carcinogeno. Agente capaz de induzir cancer em um organismo. 
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Cariotipo. A constituigao cromossomica de uma celula ou 
um individuo; os cromossomos dispostos em ordem de 
comprimento e de acordo com a posigao do centrome- 
ro; tambem e a formula abreviada da constituigao cro¬ 
mossomica, como 47, XX + 21 na trissomia do 21 em ser 
humano. 

Cauda poli(A) (mRNA). Trecho de poliadenosina com 20 a 
200 nucleotidios de comprimento que e acrescentado as 
extremidades 3' da maioria dos mRNA eucarioticos apos 
a transcrigao. 

cDNA (DNA complementar) . Molecula de DNA sintedzada in 
vitro a partir de um molde de RNA. 

Celula (ou nucleo) totipotente. Celula (ou nucleo) indiferen- 
ciada como um blastomero que, quando isolado ou ade- 
quadamente transplantado, pode dar origem a um em- 
briao completo. 

Celula doadora. Bacteria que doa DNA para outra celula (re- 
ceptora) durante a recombinagao em bacterias (cf. Celula 
receptora). 

Celula F*. Bacteria que contem um fator de fertilidade (F) au- 
tonomo. Veja Fator F. 

Celula germinativa. Celula reprodutiva capaz, quando madura, 
de ser fertilizada e reproduzir um organismo inteiro (cf. 

Celula somatica). 

Celula receptora. Bacteria que recebe DNA de outra celula (do¬ 
adora) durante a recombinagao (cf. Celula doadora). 

Celula somatica. Celula constituinte do corpo, ao contrario de 
uma celula germinativa que e capaz, quando fertilizada, de 
reproduzir o organismo. 

Celula-filha. Produto da divisao celular. 

Celula-mae. Celula preparada para se dividir por mitose ou 
meiose. 

Celulas do polo. Grupo de celulas na porgao posterior de em- 
brioes de Drosophila que sao precursoras da linhagem ger¬ 
minativa do adulto. 

Celulas eucarioticas. As celulas dos organismos classificados 
como eucariotos. Essas celulas sao caracterizadas por te- 
rem um nucleo, que contem o DNA cromossomico, deli- 
mitado por membrana. 

Celulas procarioticas. As celulas dos organismos classificados 
como procariotos. Essas celulas sao caracterizadas por nao 
terem um nucleo, delimitado por membrana, que contem 
o DNA cromossomico. 

Celulas T auxiliares. Celulas T cuja resposta a um antigeno exi- 
bido por um macrofago e a estimulagao da transformagao 
de linfocitos B e T em plasmocitos produtores de anticor- 
pos e celulas T citotoxicas, respectivamente. 

Celulas-tronco embrionarias (CTE). Celulas presentes em em- 
bribes capazes de se diferenciar em muitos tipos diferentes 
de tecidos e/ou orgaos. 

Celula-tronco. Celula capaz de extensa proliferagao e cuja prole 
e capaz de se diferenciar em tipos celulares especializados. 

CentiMorgan. Veja Unidade de crossing over . 

Centrifugagao de equilibrio por gradiente de densidade. Proce- 
dimento usado para separar macromoleculas com base em 
sua densidade (massa por unidade de volume). 

Centriolo. Organela existente em muitas celulas animais e que 
aparentemente participa da formagao do fuso durante a 
mitose. 


Centro organizador de microtubulos (MTOC). Regiao de uma 
celula eucariotica que produz os microtubulos usados du¬ 
rante a divisao celular. Em celulas de animais, o MTOC 
esta associado a organelas distintas denominadas centros- 
somos. 

Centromero. Regiao de um cromossomo onde ha fixagao a fi- 
bra do fuso mitotico. 

Centrossomo. Organela em forma de barril associada ao fuso 
mitotico em celulas animais. 

Chaperona. Protema que auxilia novos polipeptidios a se do- 
brarem em suas estruturas tridimensionais proprias. 

Chip de DNA. Veja Chip genico. 

Chip genico. Uma pequena bolacha (wafer) de silicio ou ou- 
tro suporte solido que contem uma grande quantidade 
de oligonucleotfdios ou sondas de hibridizagao de cDNA 
dispostos em sua superficie em um padrao especifico, ou 
microarranjo. 

Ciclo celular. Eventos ciclicos ocorridos durante as divisoes das 
celulas mitoticas. O ciclo celular oscila entre mitose e inter- 
fase, que e dhidida em G p S e G 2 . 

Cllio. Estrutura locomotora, semelhante a um pelo, presen¬ 
te em determinadas celulas; estrutura locomotora de 
protozoarios ciliados. 

Cinetica. Processo dinamico que inclui movimento. 

Cinetocoro. Estrutura proteinacea associada ao centromero de 
um cromossomo durante a divisao celular eucariotica; o 
ponto ao qual se fixam os microtubulos para deslocar o 
cromossomo durante o processo de divisao. 

Citocinese. Divisao citoplasmatica e outras alteragoes exclusivas 
da divisao nuclear que sao parte da mitose ou meiose. 

Citoesqueleto. Sistema complexo de fibras e filamentos que 
proporciona sustentagao as celulas e participa do desloca- 
mento de componentes celulares pelo citoplasma. 

Citogenetica. Area da biologia relacionada com os cromosso¬ 
mos e suas implicagoes na genetica. 

Citologia. Estudo da estrutura e da fungao das celulas. 

Citoplasma. Protoplasma de uma celula fora do nucleo, no qual 
residem as organelas celulares (mitocondrias, plastidios e 
semelhantes); todas as partes vivas da celula, exceto o nu¬ 
cleo. 

Citosina (C). Base pirimidmica encontrada no RNA e no DNA. 

Classe modal. Em uma distribuigao de frequencia, a classe que 
tern a maior frequencia. 

Clonagem (gene). Produgao de muitas copias de um gene ou 
de uma sequencia especifica de DNA. 

Clonagem genica. Incorporagao de um gene de interesse em 
uma molecula de DNA autorreplicante e amplificagao da 
molecula de DNA recombinante resultante em uma celula 
hospedeira apropriada. 

Clonagem posicional. Isolamento de um clone de um gene ou 
outra sequencia de DNA com base na posigao no mapa no 
genoma. 

Clonagem reprodutiva. Processo no qual o nucleo de um game- 
ta feminino e substituido pelo nucleo de uma celula de um 
organismo desenvolvido com o objetivo de produzir um 
novo organismo geneticamente identico ao doador. 

Clonagem terapeutica. Processo no qual o nucleo do ovocito e 
substituido pelo nucleo de uma celula de doador (possivel- 
mente diferenciada) com o objetivo de produzir uma po- 
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pulagao de celulas-tronco com genotipo igual ao da celula 
doadora. Essas celulas-tronco poderiam, entao, ser usadas 
para substituir celulas perdidas no organismo doador. 

Clone. Todos os indivfduos originados de propagagao vegetativa 
de um unico indivfduo original. Em biologia molecular, uma 
populagao de moleculas de DNA identicas que apresentam 
uma sequencia de DNA especifica de um organismo. 

Cloroplasto. Organela verde no citoplasma de vegetais que con¬ 
tent clorofila e na qual e sintetizado o amido. Um meca- 
nismo de heranga citoplasmatica, independente de genes 
nucleares, foi associado a essas organelas citoplasmaticas. 

Codigo genetico. O conjunto de 64 trinucleotidios que especi- 
ficam os 20 aminoacidos e o inicio e o termino da cadeia 
polipeptidica. 

Codon de iniciagao. Sequencia de tres nucleotfdios no mRNA 
- geralmente AUG, as vezes GUG - que indica o inicio de 
um novo polipeptidio durante a tradugao. 

Codon de termino de cadeia. Codon que especifica o termi¬ 
no da cadeia polipeptidica em vez da incorporagao de 
um aminoacido. Ha tres codons desse tipo (UAA, UAG e 
UGA), reconhecidos por fatores de liberagao de protefnas, 
e nao por tRNA. 

Codon. Conjunto de tres nucleotfdios adjacentes em uma 
molecula de mRNA que especifica a incorporagao de um 
aminoacido a uma cadeia polipeptidica ou que indica o 
termino da sfntese do polipeptidio. Codons com essa ulti¬ 
ma fungao sao denominados codons de termino ou finali- 
zadores. 

Coeficiente binomial. Termo que indica o numero de maneiras 
de obter os dois resultados possfveis em uma experiencia 
na qual so sao possfveis dois resultados. 

Coeficiente de coincidencia. A razao entre a frequencia obser- 
vada e a frequencia esperada de crossing overs duplos, cal- 
culada com base na suposigao de que os crossing overs em 
segmentos adjacentes do cromossomo sao independentes. 

Coeficiente de endogamia. Probabilidade de que dois alelos em 
um indivfduo sejam identicos por descendencia de um an¬ 
cestral comum. 

Coeficiente de relacao. Fragao de genes comuns a dois indivf- 
duos em virtude de ascendencia comum. 

Coeficiente de selecao. Numero que mede a aptidao de um ge¬ 
notipo em relagao a um padrao. 

Coeficiente. Numero que expressa a quantidade de alguma 
variagao ou efeito em determinadas condigoes (p. ex., o 
coeficiente de endogamia). 

Coenzima. Substancia necessaria para a atividade de uma en- 
zima. 

Coincidencia. Razao entre a frequencia observada e a fre¬ 
quencia esperada de crossing overs duplos, na qual a fre¬ 
quencia esperada e calculada com base na suposigao de 
que os dois eventos de crossing over sao independentes um 
do outro. 

Cointegrado. Molecula de DNA formada pela fusao de duas 
moleculas de DNA diferentes, geralmente mediada por 
um elemento transponfvel. 

Colchicina. Alcaloide derivado da Colchicum autumnale (planta 
dama-nua) e usado para interromper a formagao do fuso 
e a mitose. 

Colinearidade (adj., colinear). Relagao na qual as unidades de 
uma molecula ocorrem na mesma sequencia que as uni¬ 


dades de outra molecula que especificam; por exemplo, 
os nucleotfdios de um gene sao colineares em relagao aos 
aminoacidos do polipeptidio codificado por ele. 

Colonia. Colegao compacta de celulas produzida pela divisao 
de uma unica celula progenitora. 

Compensagao de dose. Fenomeno no qual a atividade de um 
gene e aumentada ou diminufda de acordo com o numero 
de copias desse gene na celula. 

Competencia (adj. competente). Capacidade que tern uma ce¬ 
lula bacteriana de incorporar DNA e sofrer transformagao 
genetica. 

Complementaridade. Relagao entre os dois filamentos de uma 
dupla helice de DNA. A timina em um filamento faz par 
com a adenina no outro filamento, e a citosina em um fila¬ 
mento faz par com a guanina no outro filamento. 

Complexo de Golgi. Sistema de membranas no interior das 
celulas que participa da secregao de substancias celulares. 

Complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC). Com¬ 
plexo proteico que usa RNA bifilamentar para produzir e 
direcionar pequenos RNA de interference para RNA men- 
sageiros complementares nas celulas eucarioticas. 

Complexo sinaptonemico. Estrutura semelhante a uma fita, 
formada entre homologos em sinapse no fim da primeira 
profase meiotica, que une as cromatides ao longo de sua 
extensao e facilita a troca de cromatides. 

Configuragao cis. Veja Acoplamento. 

Configuragao trans. Veja Repulsao. 

Conidio. Esporo assexuado produzido por hifa especializada 
em determinados fungos. 

Conjugagao. Uniao de celulas sexuais (gametas) ou de orga- 
nismos unicelulares durante a fertilizagao; em Escherichia 
coli } transference unidirecional de material genetico de 
um doador (celula “masculina”) para um receptor (celula 
“feminina”). 

Consanguinidade. Relagao decorrente de descendencia de um 
ancestral comum. 

Contig. Conjunto de clones superpostos que constituent um 
mapa ffsico de uma porgao de um cromossomo. 

Conversao genica. Processo, muitas vezes associado a recombi- 
nagao, durante o qual ha replicagao de um alelo a custa de 
outro, o que ocasiona razoes de segregagao nao mendelia- 
nas. Nas tetrades completas, por exemplo, a razao pode ser 
de 6:2 ou 5:3 em vez da razao esperada de 4:4. 

Copolimeros. Misturas constitufdas de mais de um monomero; 
por exemplo, polfmeros de dois tipos de bases organicas 
como uracila e citosina (poli-UC) foram combinados para 
estudos do codigo genetico. 

Corpos embrioides. Massas de celulas diferenciadas e indife- 
renciadas derivadas de celulas-tronco embrionarias. 

Corpos polares. Em animais femeas, as celulas menores produ- 
zidas na meiose que nao se transformam em ovocitos. O 
primeiro corpo polar e produzido na divisao I e nao pode 
passar pela divisao II. O segundo corpo polar e produzido 
na divisao II. 

Corpusculo basal. Granulo pequeno ao qual esta fixado um cf- 
lio ou flagelo. 

Corpusculo de Barr. Massa condensada de cromatina que e 
encontrada nos nucleos de mamfferos placentarios e que 
contem um ou mais cromossomos X; nome dado em ho- 
menagem ao seu descobridor, Murray Barr. 
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Correlagao. Associagao estatistica entre variaveis. 

Correpressor. Molecula efetora que forma um complexo com 
um repressor e desativa a expressao de um gene ou con- 
junto de genes. 

Cosmidios. Vetores de clonagem que sao hibridos entre cro- 
mossomos de fago X e plasmidios; contem sitios cos do fago 
X e origens de replicagao dos plasmidios. 

Covariancia. Medida da associagao estatistica entre variaveis. 

cpDNA. DNA de plastidios vegetais, entre eles os cloroplastos. 

Cromatide. Na mitose ou meiose, um dos dois filamentos iden- 
ticos resultantes da autoduplicagao de um cromossomo. 

Cromatide-irma. Um dos produtos da duplicagao do cromos¬ 
somo. 

Cromatina. O complexo de DNA e protemas em cromossomos 
eucarioticos; originalmente nomeada em razao da rapidez 
com que e tingida por alguns corantes. 

Cromatografia. Metodo para separar e identificar os compo- 
nentes de misturas de moleculas com propriedades qui- 
micas e fisicas semelhantes. 

Cromocentro. Corpo produzido por fusao das regioes hete- 
rocromaticas dos cromossomos nos tecidos politenicos 
(p. ex., glandulas salivares) de alguns dipteros. 

Cromomeros. Corpos pequenos identificados por seu tamanho 
caracteristico e arranjo linear ao longo de um cromosso¬ 
mo. 

Cromonema. Filamento distinguido opticamente que forma 
uma estrutura axial dentro de cada cromossomo. 

Cromossomo acentrico. Fragmento de cromossomo sem cen- 
tromero. 

Cromossomo balanceador. Em genetica de Drosophila, cromos¬ 
somo com multiplas inversoes e marcador dominante que 
inibe a recombinagao com um cromossomo homologo es- 
truturalmente normal. 

Cromossomo CIB. Cromossomo X de Drosophila que tern uma 
mutagao causadora de olhos em forma de barra e uma mu- 
tagao letal recessiva dentro de uma grande inversao. 

Cromossomo composto. Cromossomo formado pela uniao de 
dois cromossomos distintos do mesmo par, como em cro¬ 
mossomos X ligados ou cromossomos X-Y ligados. 

Cromossomo dicentrico. Cromossomo que tern dois centrome- 
ros. 

Cromossomo heterologo. Cromossomo que contem um con- 
junto de genes diferente do cromossomo ao qual e com- 
parado. 

Cromossomo metacentrico. Cromossomo que tern o centrome- 
ro perto do meio e dois bragos de comprimentos aproxi- 
madamente iguais. 

Cromossomo X. Cromossomo associado a determinagao do 
sexo. N a maioria dos animais, a femea tern dois cromosso¬ 
mos X e o macho, um. 

Cromossomo Y. O par do cromossomo X no macho de muitas 
especies de animais. 

Cromossomos. Aglomerados de nucleoprotema de coloragao 
escura que sao observados nas celulas durante a divisao. 
Cada cromossomo tern um arranjo linear de genes. 

Cromossomos homologos. Cromossomos que ocorrem em pa¬ 
res e geralmente tern tamanho e formato semelhantes, um 
proveniente do genitor de sexo masculino e o outro, do 


genitor do sexo feminino. Esses cromossomos contem o 
mesmo arranjo de genes. 

Cromossomos politenicos. Cromossomos gigantes produzidos 
por replicagao na interface sem divisao e constitufdos de 
muitas cromatides identicas dispostas lado a lado, em pa- 
drao semelhante a um cabo. 

Cromossomos sexuais. Cromossomos associados a determina¬ 
gao do sexo. 

Crossing over desigual. Crossing over entre sequencias de DNA 
repetidas com pareamento desalinhado, criando produtos 
duplicados e deficientes. 

Crossing over. Processo no qual os cromossomos trocam mate¬ 
rial por meio da quebra e reuniao de suas moleculas de 
DNA. (Veja tambem Recombinagao.) 

Cruzamento consangumeo. Cruzamento entre parentes. 

Cruzamento de irmaos. Cruzamentos de dois individuos que 
tern os mesmos pais; cruzamento entre irmao e irma. 

Cruzamento inter-racial ou interespecifico. Cruzamento de 
membros pertencentes a ragas ou especies diferentes. 

Cruzamento mono-hibrido. Cruzamento entre individuos que 
diferem em apenas uma caracteristica ou nos quais so esta 
sendo considerado um trago. 

Cruzamento preferencial. Cruzamento no qual os parceiros sao 
escolhidos em razao da semelhanga fenotipica. 

Cruzamentos reciprocos. Cruzamentos entre diferentes linha- 
gens com os sexos invertidos; por exemplo, femea A X ma¬ 
cho B e macho A X femea B sao cruzamentos reciprocos. 

Cruzamento-teste. Retrocruzamento do tipo parental recessivo, 
ou cruzamento entre individuos de genotipo desconheci- 
do com um testador totalmente recessivo para determinar 
se o individuo em questao e heterozigoto ou homozigoto 
para determinado alelo. Tambem e usado como teste de 
ligagao genica. 

D 

Dalton. A massa de um atomo de hidrogenio. 

de novo. Original, novo, mais uma vez. 

Deficiencia (delecao). Ausencia de um segmento de um cro¬ 
mossomo, reduzindo o numero de loci. 

Degeneragao (do codigo genetico). Especificagao de um 
aminoacido por mais de um codon. 

Depressao endogamica. Obsen^agao de que as linhagens endo- 
gemicas sao mais fracas que as linhagens nao endogamicas. 

Deriva. Veja Deiiva genetica aleatoria. 

Deriva genetica. Veja Deriva genetica aleatoria. 

Deriva genetica aleatoria. Alteragoes da frequencia alelica em 
pequenas populagoes reprodutivas decorrentes de varia- 
goes fortuitas. 

Desnaturagao. Perda da configuragao nativa de uma macromo- 
lecula, geralmente acompanhada de perda da atividade 
biologica. As protemas desnaturadas costumam desdobrar 
suas cadeias polipeptidicas e exibir propriedades alteradas 
de solubilidade. 

Desoxirribonuclease (DNase). Enzima que hidrolisa o DNA. 

Desrepressao. Processo de ativar a expressao de um gene ou 
conjunto de genes que havia sido reprimida (desativada). 

Desvio. Em estatistica, afastamento de um valor esperado. 

Desvio padrao. Medida de variabilidade em um conjunto de 
dados; a raiz quadrada da variancia. 
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Determina^ao. Processo de comprometimento das celulas indi- 
ferenciadas de um embriao para transformagao em tipos 
celulares especfficos, como neuronio, fibroblasto e celula 
muscular. 

Diacinese. Estagio da meiose logo antes da metafase I no qual 
ha encurtamento e espessamento dos bivalentes. 

Dicotiledonea. Vegetal com dois cotiledones (folhas embriona- 
rias). 

Diferenciagao. Processo em que celulas nao especializadas de- 
senvolvem estruturas e fungoes caracteristicas. 

Diferencial de selegao. Na reprodugao de vegetais e animais, a 
diferenga entre a media dos indivfduos selecionados para 
serem pais e a media da populagao em geral. 

Di-hibrido, cruzamento di-hibrido. Individuo heterozigoto para 
dois pares de alelos; a prole de um cruzamento entre ho- 
mozigotos que difere em dois aspectos. 

Dimero. Substancia que tem composigao percentual igual a de 
outra, mas o dobro do peso molecular; produzido por po- 
limerizagao. 

Dimorfismo. Duas formas diferentes em um grupo em relagao a 
caracteristicas como sexo, tamanho ou coloragao. 

Diploide. Organismo ou celula com dois conjuntos de cromos- 
somos (2 n) ou dois genomas. Os tecidos somaticos de ve¬ 
getais superiores e animais geralmente tem constituigao 
cromossomica diploide em contraste com os gametas ha- 
ploides (monoploides). 

Diploteno (diplonema). Estagio na profase da meiose I depois 
do paquiteno, mas antes da diacinese, no qual os cromos- 
somos de bivalentes se separam nos centromeros e na re¬ 
giao adjacente. 

Disco imaginal. Massa de celulas nas larvas de Drosophila e de 
outros insetos holometabolicos que da origem a determi- 
nado orgao no adulto, como antena, olbo ou asa. 

Discordante. Membros de um par que tem caracteristicas dife¬ 
rentes, em vez de semelhantes. 

Disgenesia hibrida. Em Drosophila ,, uma sindrome de caracteris¬ 
ticas anormais da linhagem germinativa, que incluem mu- 
tagao, quebra do cromossomo e esterilidade, resultantes 
da atividade do elemento transponivel. 

Disjungao. Separagao de cromossomos homologos durante a 
anafase de divisoes mitoticas ou meioticas. (Veja tambem 

Nao disjungao). 

Dissociagao (Ds). Elemento transponivel no milho, originalmen- 
te detectado como agente mediador da quebra do cromos¬ 
somo em resposta ao efeito do Activator (Ac), outro elemen¬ 
to transponivel. 

Distribuigao de frequencia. Grafico que mostra a incidencia re- 
lativa ou absoluta de classes em uma populagao. As classes 
podem ser definidas por uma variavel distinta ou continua; 
neste ultimo caso, cada classe representa um intervalo di- 
ferente na escala de medida. 

Distribuigao independente. Distribuigao aleatoria de alelos 
para os gametas que ocorre quando os genes estao loca- 
lizados em diferentes cromossomos. A distribuigao de um 
par de alelos e independente de outros genes localizados 
em cromossomos nao homologos. 

Divisao equacional. Divisao do tipo mitotica que geralmente e a 
segunda divisao na sequencia meiotica; mitose somatica e 
divisao nao reducional da meiose. 


Divisao reducional. Fase da meiose na qual ha separagao dos 
cromossomos matemos e paternos do bivalente (cf. Divi¬ 
sao equacional). 

DNA. Acido desoxirribonucleico; material genetico que 
contem informagoes e constitui os genes. O DNA e 
uma macromolecula composta de uma cadeia longa de 
desoxirribonucleotiriios unidos por ligagoes fosfodiester. 
Cada desoxirribonucleotidio contem um grupo fosfato, 
o agucar 2-desoxii*ribose com cinco carbonos e uma base 
nitrogenada. 

DNA do cloroplasto. Veja cpDNA. 

DNA fotoliase. Enzima que usa energia da luz azul para clivar 
ligagoes cruzadas covalentes induzidas por luz ultraviole- 
ta na timina, na citosina e nos dimeros citosina-timina no 
DNA. 

DNA girase. Enzima bacteriana que catalisa a super-helicoidiza- 
gao negativa do DNA. 

DNA helicase. Enzima que catalisa o desenrolamento dos fila- 
mentos complementares de uma dupla helice de DNA. 

DNA ligase. Enzima que catalisa o fechamento covalente de 
cortes nas duplas helices de DNA. 

DNA mitocondrial. Veja mtDNA. 

DNA polimerase. Enzima que catalisa a sintese de DNA. 

DNA primase. Enzima que catalisa a sintese de filamentos cur- 
tos de RNA que iniciam a sintese de filamentos de DNA. 

DNA repetitivo. Sequencias de DNA presentes em miiltiplas co- 
pias em um genoma - em algumas ocasioes, um milhao de 
vezes ou mais. 

DNA satelite. Componente do genoma que pode ser isolado 
do restante do DNA por centrifugagao em gradiente de 
densidade. Em geral, e constituido de sequencias curtas e 
altamente repetitivas. 

DNA topoisomerase. Enzima que catalisa a introdugao ou a re- 
tirada de super-helices do DNA. 

Doenga de Huntington (DH). Disturbio neurodegenerativo de 
inicio tardio (30 a 50 anos de idade) em seres humanos, 
causado por mutagao autossomica dominante. O defeito 
genetico e uma repetigao expandida do trinucleotidio 
(CAG) n que codifica uma regiao poliglutamina anormal- 
mente longa perto da terminagao amino do produto do 
gene huntingtina. 

Doengas autoimunes. Disturbios nos quais o sistema imune dos 
indiriduos afetados produz anticorpos contra antigenos 
proprios - antigenos sintetizados pelas proprias celulas. 

Dominancia incompleta. Expressao de dois alelos em um he¬ 
terozigoto que permite distinguir o heterozigoto dos pais 
homozigotos. 

Dominancia influenciada pelo sexo. Expressao dominante que 
depende do sexo do individuo. Por exemplo, em algumas 
ragas de cameiros, os chifres sao dominantes nos machos e 
recessivos nas femeas. 

Dominante. Termo usado para se referir a um alelo que se raa- 
nifesta para a exclusao de um alelo diferente em um orga¬ 
nismo heterozigoto. 

Dommio aptamero. A regiao de um riborregulador ( riboswitch) 
que se liga ao metabolito. 

Dominio de expressao. Regiao de um riborregulador ( riboswitch) 
que pode se dobrar de duas formas, uma que facilita a ex¬ 
pressao genica e outra que bloqueia a expressao genica. 
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Down, smdrome de. Fenotipo resultante de trissomia do cro- 
mossomo 21 em seres humanos. 

Dupla helice. Molecula de DNA composta de dois filamentos 
complementares. 

Duplicagao. Ocorrencia de um segmento mais de uma vez no 
mesmo cromossomo ou genoma; tambem se refere a mul- 
tiplicagao de celulas. 

Duplicagao do sitio-alvo. Sequencia de DNA duplicada quando 
ha insergao de um elemento transponivel; geralmente en- 
contrada em cada extremidade da insergao. 

E 

Ecdisona. Hormonio que influencia o desenvolvimento em in- 
setos. 

Eclosao. Saida de um inseto adulto do estagio pupal. 

Ecotipo. Populagao ou linhagem de organismos adaptados a 
determinado habitat. 

Ectopico. Termo usado para descrever um fenomeno ocorrido 
em local anormal. 

Edigao de RNA. Processos pos-transcrigao que alteram as infor- 
magoes codificadas em transcritos de genes (RNA). 

Efeito de posigao cis-trans. Ocorrencia de diferentes fenotipos 
quando ha duas mutagoes em heterozigotos cis e trans. 

Efeito materno. Caracteristica controlada por um gene da mae, 
mas expresso na prole. 

Efeitos alelicos aditivos. Fatores geneticos que elevam ou re- 
duzem o valor de um fenotipo em uma escala linear de 
medida. 

Elemento controlador. No milho, um elemento transponfvel 
como Ac ou Ds capaz de influenciar a expressao de um 
gene adjacente. 

Elemento genetico transponivel. Elemento de DNA capaz de 
passar de um local para outro no genoma. 

Elemento IS (sequencia de insergao). Sequencia de DNA curta 
(800 a 1.400 pares de nucleotfdios) encontrada em bacte- 
rias e capaz de se transpor para uma nova localizagao geno- 
mica; outras sequencias de DNA limitadas por elementos 
IS tambem podem ser transpostas. 

Elemento P. Elemento transponivel em Drosophila que, quando 
ativado, causa disgenesia hfbrida. 

Elemento semelhante a retrovirus. Tipo de retrotransposon 
que se assemelha a forma integrada de um retrovirus. 

Eletroforese. Migragao de partfculas suspensas em um campo 
eletrico. 

Eletroporagao. Processo que torna as membranas celulares 
permeaveis ao DNA mediante aplicagao de corrente ele- 
trica intensa. 

Embriao. Organismo nos estagios iniciais do desenvolvimento; em 
seres humanos, os primeiros 2 meses de vida intrauterina. 

Endogamia. Cruzamento entre indivfduos com parentesco. 

Endomitose. Duplicagao de cromossomos sem divisao do nu- 
cleo, com consequente aumento do numero de cromosso¬ 
mos na celula. Os filamentos dos cromossomos se separam, 
mas a celula nao se divide. 

Endonuclease de restrigao. Veja Enzima de restrigao. 

Endonuclease. Enzima que quebra filamentos de DNA em po- 
sigoes internas; algumas participam da recombinagao do 
DNA. 


Endopoliploidia. Estado em que as celulas de um organismo 
diploide contem miiltiplos do numero diploide de cromos¬ 
somos (ou seja, 4n, 8 n, e assim por diante). 

Endosperma. Tecido nutritivo que se desenvolve no saco em- 
brionario da maioria das angiospermas. De modo geral, 
surge depois da fertilizagao dos dois nucleos endospermi- 
cos primarios fundidos do saco embrionario por um dos 
dois nucleos espermaticos. Na maioria dos vegetais diploi- 
des, o endosperma e triploide (3n). 

Endossimbiose. Relagao mutuamente benefica na qual um or¬ 
ganismo vive dentro de outro. 

Enzima. Protema que acelera uma reagao quimica especffica 
em um sistema \ivo. 

Enzima constitutiva. Enzima sintetizada continuamente quais- 
quer que sejam as condigoes de crescimento (cf. Enzima 
induzivel e Enzima repressivel). 

Enzima de restrigao. Endonuclease que reconhece uma se¬ 
quencia curta especffica no DNA e diva a molecula de 
DNA naquele sftio ou perto dele. 

Enzima induzivel. Enzima sintetizada apenas na presenga do 
substrato que atua como indutor. 

Enzima repressivel. Enzima cuja sfntese e diminufda por uma 
molecula reguladora. 

Enzimas de reparo do DNA. Enzimas que catalisam o reparo do 
DNA danificado. 

Epigenetico. Termo relativo as causas nao geneticas de um fe¬ 
notipo. 

Epissomo. Elemento genetico que pode estar presente ou au- 
sente em diferentes celulas e que pode estar inserido em 
um cromossomo ou independente no citoplasma (p. ex., o 
fator de fertilidade [F] em Escherichia colt). 

Epistasia. Interagoes entre produtos de genes nao alelicos. Os 
genes suprimidos sao denominados hipostaticos. A domi- 
nancia esta associada a membros de pares alelicos, ao passo 
que a epistasia resulta de interagoes dos produtos de nao 
alelos. 

Equilibrio. Estado de sistemas dinamicos em que nao ha alte- 
ragao real. 

Equilibrio da ligagao. Estado no qual ha associagao aleatoria 
entre os alelos de loci ligados nos cromossomos de uma po¬ 
pulagao. 

Equilibrio genetico. Condigao em um grupo de organismos em 
que ha intercruzamento na qual as ffequencias de alelos 
permanecem cons tan tes ao longo do tempo. 

Erro padrao. Medida da variagao em uma serie de medias. 

Especiagao alopatrica. Especiagao decorrente, ao menos em 
parte, do isolamento geografico. 

Especiagao simpatrica. Formagao de uma nova especie por po- 
pulagoes que habitam as mesmas regioes geograficas ou 
regioes superpostas. 

Especie. Intercruzamento, populagoes naturais que sao isola- 
das reprodutivamente de outros grupos do mesmo tipo. 

Espermatides. As quatro celulas formadas pelas divisoes meio- 
ticas na espermatogenese. As espermatides tomam-se es- 
permatozoides maduros. 

Espermatocito (celula-mae do espermatozoide). A celula que 
passa por duas divisoes meioticas (espermatogenese) para 
formar quatro espermatides; o espermatocito primdrio an¬ 
tes da conclusao da primeira divisao meiotica; o esperma- 
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tocito secundario depois da conclusao da primeira divisao 
meiotica. 

Espermatocito secundario. Veja Espermatocito. 

Espermatogenese. Processo de maturagao dos gametas (esper- 
matozoides) masculinos. 

Espermatogonia. Celula germinativa masculina primordial que 
pode se dividir por mitose e produzir mais espermatogo- 
nias. A espermatogonia pode entrar em fase de crescimen- 
to e dar origem a um espermatocito primario. 

Espermatozoide. Celula germinativa masculina madura. 

Espermiogenese. Formagao de espermatozoides a partir das 
espermatides; a parte da espermatogenese que sucede as 
divisoes meioticas dos espermatocitos. 

Espliceossomo. O complexo de RNA/protema que excisa ni¬ 
trons de transcritos primarios de genes nucleares em eu- 
cariotos. 

Esporofito. Geragao diploide no ciclo de vida de um vegetal 
que produz esporos haploides por meiose. 

Esqueleto (scaffold). A estrutura central de cromossomos con- 
densados. E constitufdo de protemas cromossomicas nao 
histonicas. 

EST (etiquetas de sequencias expressas). Sequencias curtas de 
cDNA usadas para ligar mapas fisicos e mapas geneticos 
(RFLP). 

Estame. Estrutura alongada que sustenta as anteras em angios- 
permas. 

Estatfsdca. Valor baseado em uma amostra ou amostras de uma 
populagao a partir do qual e possivel fazer estimativas de 
um valor ou parametro populacional. 

Estedlidade. Incapacidade de gerar prole. 

Estrogenio. Hormonio feminino ou substancia produtora de 
estro. 

Eucarioto. Membro do grande grupo de organismos que tern nu- 
cleos celulares delimitados por membrana (cf. Procarioto). 

Eucromatina. Material genetico que nao e tingido tao intensa- 
mente por alguns corantes durante a interfase e que consti- 
tui muitos tipos diferentes de genes (cf. Heterocromatina). 

Eugenia. Aplicagao dos principios de Genetica a melhora da 
humanidade. 

Euploide. Organismo ou celula cujo numero de cromossomo e 
um multiplo exato do numero monoploide ( n) ou haploi- 
de. Os termos usados para identificar diferentes niveis em 
uma serie euploide sao diploide, triploide, tetraploide, e 
assim por diante (cf. Aneuploide). 

Excinuclease. Complexo proteico contendo endonuclease que 
excisa um segmento de DNA lesado durante o reparo por 
excisao. 

Exogamia. Cruzamento de individuos sem parentesco. 

Exons. Os segmentos de um gene eucariotico que correspon- 
dem as sequencias no transcrito de RNA processado final 
desse gene. 

Exonuclease. Enzima que digere DNA ou RNA, partindo das 
extremidades dos filamentos. 

Expansao binomial. Multiplicagao exponencial de uma expres¬ 
s' 0 constituida de dois termos unidos por um sinal de adi- 
gao (+) ou subtragao (-), como (a+ b) n . 

Expressao genica. O processo pelo qual genes produzem RNA 
e protemas e exercem seus efeitos sobre o fenotipo de um 
organismo. 


Extracromossomico. Designa estruturas que nao sao parte dos 
cromossomos; unidades de DNA no citoplasma que con- 
trolam a heran^a citoplasmatica. 

F 

Fj. A primeira geragao filial; a primeira geragao de descenden- 
tes de determinado cruzamento. 

F 2 . A segunda geragao filial produzida por cruzamento inter se 
ou por autopolinizagao de F r Os “netos” endogamicos de 
determinado cruzamento, mas em experimentos geneticos 
controlados; a autofertilizagao de F t (ou equivalente) esta 
implfcita. 

Fago. Veja Bacteriofago. 

Fago litico. Veja Fago virulento. 

Fago temperado. Fago (virus) que invade, mas nao destroi (lisa) 
o hospedeiro (celula bacteriana) (cf. Fago virulento). No 
entanto, pode entrar em seguida no ciclo litico. 

Fago virulento. Fago (virus) que destroi a celula hospedeira 
(bacteriana) (cf. Fago temperado). 

Fagomidios. Vetores de clonagem que contem componentes 
derivados tanto dos plasmidios quanto dos cromossomos 
dos fagos. 

Familia multigenica. Grupo de genes que tern sequencia nucle- 
otfdica semelhante ou que produzem polipeptfdios com 
sequencias de aminoacidos semelhantes. 

Fase de ligagao genica. Arranjo de marcadores geneticos liga- 
dos em um heterozigoto. Os marcadores podem estar "na 
fase de acoplamento (A B/a b) ou de repulsao (A b/a B). 

Fator de resistencia. Plasmidio que confere a uma bacteria re- 
sistencia contra antibioticos. 

Fator de transcriqao. Protema que regula a transcrigao de genes. 

Fator determinante testicular (TDF). Protema produzida no 
inicio do desenvolvimento de mamiferos do sexo masculi- 
no que estimula a diferenciagao dos testiculos a partir das 
gonadas embrionarias. 

Fator F. Epissomo bacteriano que confere a capacidade de atu- 
ar como doador genetico (“masculino”) na conjugagao; o 
fator de fertilidade em bacterias. 

Fator sexual. Epissomo bacteriano (p. ex., plasmidio F em E. 
coli) que possibilita que a celula seja doadora de material 
genetico. O fator sexual pode ser propagado no citoplasma 
ou integrado ao cromossomo bacteriano. 

Fator sigma. Subunidade de RNA polimerases procarioticas 
responsavel pelo inicio da transcrigao em sequencias de 
iniciagao especificas. 

Fatores de alongamento. Protemas soluveis necessarias para o 
alongamento da cadeia polipeptfdica. 

Fatores de iniciacao. Protemas soluveis necessarias para o inicio 
da tradugao. 

Fatores de liberagao (RF). Protemas soluveis que reconhecem 
codons de termino em mRNA e terminam a tradugao em 
resposta a esses codons. 

Fatores de transcrigao basais. Protemas necessarias para o ini¬ 
cio da transcrigao em eucariotos. 

Fenilalanina. Veja Aminoacido. 

Fenilcetonuria. Disturbio metabolico que acarreta retardo 
mental; com heranga recessiva mendeliana e tratado no 
inicio da infancia por meio de dieta especial. 
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Fenocopia. Organismo cujo fenotipo (mas nao genotipo) foi 
modificado pelo ambiente para se assemelhar ao fenotipo 
de um organismo diferente (mutante). 

Fenotipo. Caracteristicas observaveis de um organismo. 

Fertilizagao. Fusao de um gameta masculino (espermatozoide 
ou anterozoide) com um gameta feminino (ovocito ou 
oosfera) para formar um zigoto. 

Feto. Estagio pre-natal de um animal viviparo entre o estagio 
embrionario e o nascimento; em seres humanos, os ulti- 
mos 7 meses antes do nascimento. 

Fibra de cromatina. Unidade basica da organizagao de cromos- 
somos eucarioticos, constitufda de DNA e protemas asso- 
ciadas montados em um filamento com diametro medio 
de 30 nm. 

Fibrose clstica (FC). Disturbio autossomico recessivo em seres 
humanos caracterizado por obstrugao dos pulmoes, do 
pancreas e do ffgado por muco e, consequentemente, por 
infecgoes cronicas. A expectativa de vida media de um in- 
dividuo com fibrose cistica e de 35 anos. 

Filamento continuo (lider). Filamento de DNA sintetizado de 
maneira contfnua durante a replicagao. 

Filamento descontinuo (atrasado). Filamento de DNA sintetiza¬ 
do de maneira descontfnua durante a replicagao. 

Filamento nao molde (codificante). Na transcrigao, o filamento 
nao transcrito de DNA. A sequencia e igual a do transcrito 
de RNA, exceto pela presenga de T nas posigoes em que ha 
U no transcrito de RNA. 

Filamento sense (de RNA). Veja RNA sense. 

Filamento-molde. Na transcrigao, o filamento de DNA que e co- 
piado para produzir um filamento complementar de RNA. 

Filial. Veja F x e F 2 . 

Filogenia. Diagrama que mostra as relagoes evolutivas entre um 
grupo de organismos; arvore evolutiva. 

Fissao. Mecanismo de divisao celular entre os procariotos nos 
quais o material genetico da celula-mae e duplicado e, de- 
pois, dividido igualmente pelas duas celulas-filhas. 

Fixagao. Evento que ocorre quando todos os alelos em um lo¬ 
cus, exceto um, sao eliminados de uma populagao. Diz-se 
que o alelo remanescente, com frequencia de 100%, foi 
fixado. 

Flagelo ( adj . flagelado). Organela de locomogao, semelhante a 
um chicote, existente em determinadas celulas, estruturas 
locomotoras em protozoarios flagelados. 

Fluxo genico. A propagagao de genes de uma populagao repro- 
dutiva para outra por migragao, possivelmente levando a 
variagoes da frequencia do alelo. 

Forquilha de replicagao. Estrutura em formato de Y em que os 
dois filamentos parentais de uma dupla helice de DNA sao 
desenrolados e usados como moldes para a sxntese de no- 
vos filamentos complementares. 

Fotorreativagao . Processo de reparo do DNA fotodependente. 

Fragmento de restrigao. Fragmento de DNA produzido por cli- 
vagem de uma molecula de DNA com uma ou mais endo¬ 
nucleases de restrigao. 

Frequencia alelica. A proporgao de um alelo em relagao a todos 
os alelos de um locus em uma populagao. 

Fuso. Sistema de microtubulos que distribui cromossomos du- 
plicados de modo igual e exato para cada celula-filha de 
uma celula eucariotica que se divide. 


G 

Galha. Tumor dos vegetais. 

Gameta. Celula reprodutiva masculina ou feminina madura 
(espermatozoide/anterozoide ou ovocito/oosfera). 

Gametofito. Fase do ciclo de vida dos vegetais em que ha pro- 
dugao de gametas; as celulas tern n cromossomos. 

Gametofito feminino. Espago grande de paredes finas dentro 
do ovulo das espermatofitas que contem os oito nucleos 
haploides identicos derivados da mitose do megasporo 
produzido por meiose. 

Gametofito masculino. Os tres nucleos haploides identicos em 
um grao de polen. 

Gametogenese. Formagao de gametas. 

Gastrula. Embriao animal inicial constitufdo de duas camadas 
de celulas; um estagio embriologico depois da blastula. 

Gemeos dizigotos (DZ). Gemeos de dois zigotos ou fraternos. 

Gemeos monozigoticos. Gemeos originados de um unico zigo¬ 
to ou identicos. 

GenBank. Banco de dados de sequencias de DNA mantido pelo 
National Center for Biotechnology Information, no Natio¬ 
nal Institutes of Health nos EUA. Existem bancos de da¬ 
dos semelhantes na Europa (European Molecular Biology 
Laboratory Data Library) e no Japao (DNA DataBank of 
Japan). 

Gene. Determinante hereditario de uma fungao biologica espe- 
cffica; unidade de heranga (DNA) localizada em posigao 
fixa no cromossomo; segmento de DNA que codifica um 
polipeptidio e cuja definigao operacional e dada pelo teste 
cis-trans ou de complementagao. 

Gene constitutivo. Gene continuamente expresso em todas as 
celulas de um organismo. 

Gene de ancoragem. Gene posicionado tan to no mapa ffsico 
quanto no mapa genetico de um cromossomo. 

Gene de efeito matemo. Gene cujo produto atua na prole do 
indmduo de sexo feminino que tern o gene. 

Gene de pair-rule (gene de paridade segmentar). Gene que in- 
fluencia a formagao de segmentos do corpo de Drosophila. 

Gene estrutural. Gene que especifica a sfntese de um polipep¬ 
tidio. 

Gene gap. Gene que controla a formagao de segmentos adja- 
centes no corpo da Drosophila. 

Gene induzivel. Gene expresso apenas na presenga de um me- 
tabolito especffico, o indutor. 

Gene marcador selecionavel dominante. Gene que permite a 
sobrevivencia da celula hospedeira em condigoes em que, 
de outro modo, morreria. 

Gene marcador selecionavel quimerico. Gene construido com 
sequencias de DNA de duas ou mais origens que permite 
a sobrevivencia de uma celula ou organismo em condigoes 
em que normalmente morreria. 

Gene pseudoautossomico. Gene localizado tanto no cromosso¬ 
mo X quanto no cromossomo Y. 

Gene regulador. Gene que controla a taxa de expressao de 
outro gene ou genes. Exemplo: o gene lacl produz uma 
protefna que controla a expressao dos genes estruturais do 
operon lac em Escherichia coli 
Gene repressor. Gene que codifica um repressor. 
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Gene seletor. Gene que influencia o desenvolvimento de seg¬ 
ments especfficos do corpo em Drosophila; um gene 
homeotico. 

Gene supressor tumoral. Gene cujo produto participa da re- 
pressao a divisao celular. 

Genes de polaridade de segmento. Grupo de genes cujos pro- 
dutos definem os compartimentos anterior e posterior de 
cada segmento que se forma ao longo do eixo anteroposte¬ 
rior de embrioes de Drosophila . 

Genes de segmentacao. Grupo de genes que controlam o desen¬ 
volvimento inicial de embrioes de Drosophila. Seus produtos 
definem segments ao longo do eixo anteroposterior. 

Genes homeoticos. Grupo de genes cujos produtos controlam 
a formagao do corpo de um embriao por controle da ex¬ 
pressao de outros genes em regioes segmentares ao longo 
do eixo anteroposterior. 

Genes homologos. Genes que evolufram a partir de um gene 
ancestral comum (cf. Genes ortologos; Genes paralogos). 

Genes mutaveis. Genes cuja taxa de mutagao e muito alta. 

Genes ortologos. Genes homologos presentes em diferentes es- 
pecies (cf. Genes homologos). 

Genes paralogos. Genes homologos presentes em uma especie 
(cf. Genes homologos). 

Genetica. A ciencia da hereditariedade e da variagao. 

Genetica de populacoes. Ramo da genetica que estuda as fre¬ 
quences de alelos e genotipos nas populagoes reprodutivas. 

Genetica reversa. Tecnicas geneticas que usam a sequencia nu- 
cleotidica de um gene a fim de criar procedimentos para 
isolamento de mutagoes no gene ou para bloqueio de sua 
expressao. 

Genoma dobrado. O estado intracelular condensado do DNA 
no nucleoide de uma bacteria. O DNA e segregado em do- 
mrnios, e ha super-helicoidizagao negadva independente 
de cada dommio. 

Genoma. Conjunto completo ( n ) de cromossomos (portanto, 
de genes) herdado como uma unidade de um dos pais. 

Genomica comparativa. Ramo da genomica que compara a es- 
trutura e a fungao dos genomas de diferentes especies. 

Genomica. Estudo da estrutura e da fungao de genomas inteiros. 

Genotipo. Constituigao genetica (composigao genica) de um 
organismo (cf. Fenotipo). 

Germoplasma. Material hereditario transmitido a prole por in- 
termedio das celulas germinativas. 

Ginandromorfo. Indmduo que tern uma parte do corpo femi- 
nina e a outra, masculina; um mosaico sexual. 

Glicocorticoide. Hormonio esteroide que regula a expressao 
genica em animais superiores. 

Globulinas. Proteinas comuns do sangue que sao insoluveis em 
agua e soluveis em solugdes salinas. E possfvel distinguir as 
alfa, beta e gamaglobulinas no soro humano. As gamaglo- 
bulinas sao importantes no desenvolvimento da imunida- 
de a doengas. 

Gonada. Orgao sexual (i. e., ovario ou testfculo) que produz 
gametas. 

Grao de polen. Gametofito masculino nos vegetais superiores. 

Graus de liberdade. Indice associado a distribuigao de fre- 
quencia de uma estatfstica de teste calculada a partir de 
dados amostrais. 

Guanina (G). Base purinica encontrada no DNA e no RNA. 


H 

Haploide (monoploide). Organismo ou celula que tern apenas 
um conjunto completo (n) de cromossomos ou um genoma. 

Haplotipo. Conjunto de variantes geneticas ligadas, principal- 
mente por polimorfismos de nucleotidio unico (SNP), em 
um cromossomo. 

Haptoglobina. Proteina serica, alfaglobulina, presente no s<m- 
gue. 

Hehce. Qualquer estrutura que tenha format espiral. O mode- 
lo de Watson e Crick de DNA tern a forma de uma dupla 
helice. 

Hemizigoto. Individuo que tern uma copia de um cromossomo 
ou gene, como na ligagao ao sexo ou em consequencia da 
delegao. 

Hemofiha. Doenga hemorragica; tendencia ao sangramento 
excessivo mesmo em caso de pequeno ferimento; distur- 
bio hereditario dependente de um gene recessivo ligado 
ao sexo. 

Hemoglobina. Protema conjugada composta que contem ferro, 
localizado em eritrocitos de vertebrados; importante no 
transporte de oxigenio para as celulas do corpo. 

Hemolinfa. Mistura de sangue e outros liquidos na cavidade 
corporal de um invertebrado. 

Heranga citoplasmatica. Transmissao hereditaria dependente 
do citoplasma ou de estruturas no citoplasma, nao dos ge¬ 
nes nucleares; heranga extracromossomica. Exemplo: as 
caractensticas dos plastfdios nos vegetais podem ser herda- 
das por um mecanismo independente dos genes nucleares. 

Heranca materna. Heranga controlada por fatores extracro- 
mossomicos (i. e., citoplasmaticos) transmitidos pelo ga- 
meta feminino. 

Heranga quantitativa. Heranga de caracterfsticas mensuraveis 
(altura, peso, intensidade da cor) que dependem da agao 
acumulativa de muitos genes, cada um deles produzindo 
um pequeno efeito no fenotipo. 

Herdabilidade. Grau de controle de uma caracteristica pela 
heranga. (Ver tambem Herdabilidade em sentido amplo e 
Herdabihdade em sentido restrito). 

Herdabilidade em sentido amplo. Em genetica quantitativa, a 
proporgao da variancia fenotipica total devida a fatores ge- 
neticos. 

Herdabilidade em sentido restrito. Em genetica quantitativa, a 
proporgao da variancia fenotipica devida a soma dos efei- 
tos dos alelos. 

Hereditariedade. Semelhanga entre indmduos associada a des- 
cendencia; transmissao de caractensticas dos pais para os 
filhos. 

Heredograma. Tabela, quadro ou diagrama que representa a 
ascendencia de um indmduo. 

Hermafrodita. Indmduo que tern orgaos reprodutivos masculi- 
nos e femininos. 

Heteroalelos. Mutagoes que sao alelicas do ponto de vista fun- 
cional, mas nao alelicas do ponto de vista estrutural; muta¬ 
goes em diferentes sftios de um gene. 

Heterocromatina. Cromatina que adquire coloragao escura 
mesmo durante a interfase, muitas vezes contem DNA re¬ 
petitive com poucos genes. 

Heteroduplex. Acido nucleico bifilamentar que contem um ou 
mais pares de bases incompatfveis (nao complementares). 
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Heterose. Superioridade de genotipos heterozigotos em rela- 
gao a uma ou mais caracterfsticas em comparagao com os 
homozigotos correspondentes. 

Heterozigosidade. Proporgao de indivfduos heterozigotos em 
uma populagao; usada como medida de variabilidade ge¬ 
netica. 

Heterozigoto. Organismo com membros diferentes de determi- 
nado par ou serie de alelos que, consequentemente, pro- 
duz gametas diferentes. 

Heterozigoto cis. Heterozigoto que apresentam duas mutagoes 
em configuragao cis -por exemplo, a + b + /a b. 

Heterozigoto trans . Heterozigoto que contem duas mutagoes 
em configuragao trans- por exemplo, a b + /a + b. 

Hfr. Linhagem de alta frequencia de recombinagao de Esche¬ 
richia coli; nessas linhagens, o epissomo F e integrado ao 
cromossomo bacteriano. 

Hibridizagao de colonia ou placa in situ. Procedimento para exa- 
me de colonias ou placas que crescem em membranas ou 
placas de cultura a fim de pesquisar sequencias de DNA espe- 
cfficas pela hibridizagao de sondas de acidos nucleicos com as 
moleculas de DNA presentes nessas colonias ou placas. 

Hibridizagao. Intercruzamento de especies, ragas, variedades, e 
assim por diante, de vegetais ou animais; processo de for- 
magao de um hibrido por polinizagao cruzada de vegetais 
ou por acasalamento de animais de diferentes tipos. 

Hibridizagao in situ. Metodo para determinar a localizagao de 
sequencias de DNA especfficas em cromossomos, por hi¬ 
bridizagao de DNA ou RNA marcado com DNA desnatu- 
rado em preparagoes cromossomicas, e visualizar a sonda 
hibridizada por autorradiografia ou microscopia de fluo- 
rescencia. 

Hibridizagao in situ com fluorescencia (FISH). Hibridizagao in 
situ que usa uma sonda de DNA ou RNA ligada a um co- 
rante fluorescente. 

Hibrido. Prole de pais homozigotos que difere em um ou mais 
genes; em um sentido amplo, a prole de um cruzamento 
de linhagens sem parentesco. 

Hipermutagao somatica. Alta frequencia de mutagao ocorrida 
nos segmentos genicos que codificam as regioes variaveis 
de anticorpos durante a diferenciagao de linfocitos B em 
plasmocitos produtores de anticorpos. 

Hiperploide. Condigao genetica na qual ha um numero exces- 
sivo de um cromossomo ou de um segmento de cromosso¬ 
mo no genotipo (cf. Hipoploide). 

Hipomorfico. Termo designativo de um alelo mutante que tern 
menor expressao que um alelo do tipo selvagem, mas que 
nao suprime totalmente a expressao. Esse alelo mutante e 
denominado hipomorfo. 

Hipoploide. Condigao genetica na qual ha um numero menor 
que o normal de um cromossomo ou de um segmento de 
cromossomo no genotipo (cf. Hiperploide). 

Hipotese. Em ciencia, proposigao para explicar um fenomeno. 

Hipotese da oscilagao. Hipotese que explica como um tRNA 
reconhece dois codons. Ha pareamento correto das duas 
primeiras bases do codon e anticodon de mRNA, mas a ter- 
ceira base no anticodon apresenta movimento (oscilagao) 
que permite o pareamento com mais de uma base. 

Hipotese dos fatores multiplos. Teoria proposta por R. A. Fi¬ 
sher e outros para explicar a variagao de fenotipos comple- 
xos como altura, peso e suscetibilidade a doengas. 


Histonas. Grupo de protefnas ricas em aminoacidos basicos. 
Atuam no espiralamento de DNA em cromossomos e na 
regulagao da atividade genica. 

HIV (virus da imimodeficiencia humana). Retrovirus causador 
da AIDS em seres humanos. 

Holoenzima. Forma de uma enzima multimerica na qual estao 
presentes todos os polipeptfdios componentes. 

Homeobox. Sequencia de DNA encontrada em varios genes 
participantes da especificagao de orgaos em diferentes 
partes do corpo em animais; caracteristica de genes que 
influenciam a segmentagao em animais. O homeobox cor- 
responde a uma sequencia de aminoacidos no polipepti- 
dio codificado por esses genes; essa sequencia e denomina- 
da homeodominio. 

Homeodominio. Veja Homeobox. 

Homoalelos. Mutagoes alelicas tanto do ponto de \ista funcio- 
nal quanto estrutural; mutagoes no mesmo sitio no mesmo 
gene. 

Homologos. Veja Cromossomos homologos; Genes homologos. 

Homozigoto. Indivfduo no qual as duas copias de um gene sao 
o mesmo alelo. 

Hormonio do crescimento humano (HGH). Polipeptidio si- 
nalizador necessario para o crescimento normal de seres 
humanos; e deficiente em indivfduos com determinados 
tipos de nanismo. 

Hormonio. Produto organico de celulas de uma parte do cor¬ 
po que e transportado pelos lfquidos corporais para outra 
parte onde influencia a atividade ou atua como agente co- 
ordenador. 

i 

Ilhas de CpG. Aglomerados de citosinas e guaninas que nor- 
malmente ocorrem na regiao 5 r dos genes humanos. 

Impressao digital de DNA. Veja Perfil de DNA. 

Imprinting. Processo que altera o estado de um gene sem al- 
terar sua sequencia de nucleotfdios; muitas vezes esta as- 
sociado a metilagao de nucleotfdios especfficos no gene. 
O estado alterado e estabelecido na linhagem germinati- 
va e transmitido a prole, na qual pode persistir por toda 
a vida. Um gene alterado dessa maneira e denominado 
imprinted . 

Imunoglobulina. Veja Globulinas. 

In situ. Do latim, significa no lugar natural; refere-se a tratamen- 
tos experimentais realizados em celulas ou tecidos, e nao 
em extratos deles. 

In vitro . Do latim, significa “dentro do vidro”; processos biolo- 
gicos induzidos experimentalmente fora do organismo em 
um tubo de ensaio ou outro recipiente. 

In vivo. Do latim, significa “dentro do organismo vivo”. 

Incompatibilidade gametofftica. Fenomeno botanico controla- 
do pelo locus S complexo no qual um grao de polen nao 
e capaz de fertilizar um o\ti1o produzido por um vegetal 
que tern alelo 5 igual ao do grao de polen. Por exemplo, o 
polen S 1 nao pode fertilizar um ovulo produzido por uma 
planta SyS 2 . 

Indugao. Processo de ativar a expressao de um gene ou conjun- 
to de genes por um indutor. 

Indutor. Substancia de baixo peso molecular que se liga a um 
repressor, produzindo um complexo que nao e mais capaz 
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de se ligar ao operador; assim, a presenga do indutor ativa 
a expressao do(s) gene(s) controlado(s) pelo operador. 

Inibigao do produto final. Veja Inibigao por feedback. 

Inibigao por feedback (ou inibigao pelo produto final). O pro¬ 
duto final acumulado de uma via bioqufmica interrompe 
a smtese desse produto. Uni metabolito final de uma via 
de smtese regula a smtese em uma etapa anterior dessa 
mesma via. 

Imbidor. Toda substancia ou objeto que re tarda uma reagao 
quimica; um gene de efeito maior ou modificador que in¬ 
terfere em uma reagao. 

Imciagao (da smtese de DNA, RNA ou proteinas). Incorpora¬ 
te da primeira subtmidade (nucleotfdio ou aminoacido) 
durante a smtese de uma macromolecula (DNA, RNA ou 
polipeptidio). 

Iniciador (primer), Sequencia curta de nucleotfdios que tern 
um 3'OH reativo e pode iniciar a smtese de DNA ao longo 
de um molde. 

Iniciador (primer) de RNA. Segmento de RNA curto (10 a 60 
nucleotfdios) usado para iniciar a smtese de um novo fi- 
lamento de DNA; sintetizado pela enzima DNA primase. 

Interna. Sequencia curta de aminoacidos em um produto pri- 
mario da tradugao que e capaz de excisar a si propria do 
polipeptidio. 

Interagao. Em estatfstica, efeito que nao pode ser explicado 
pela soma da agao dos fatores de contribuigao; um desvio 
da adigao estrita. 

Interagoes hidrofobicas. Associagao de grupos apolares entre 
si quando em solugoes aquosas em razao da sua insolubili- 
dade em agua. 

Intercruzamento. Cruzamento entre hfbridos Fj derivados de 
um cruzamento entre pais de duas linhagens. 

Interfase. Estagio do ciclo celular em que a celula nao esta se 
dividindo, estagio metabolico durante o qual ha replicagao 
do DNA; o estagio que comega depois da telofase de uma 
divisao e se estende ate o inicio da profase da proxima di- 
visao. 

Interferencia por RNA (RNAi). Fenomeno no qual o RNA bifi- 
lamentar impede a expressao de um gene que e homolo¬ 
go, ao menos em parte, ao RNA. 

Interferencia. Crossing over em um ponto que reduz a chance 
de outro crossing over proximo; detectada por estudo do pa- 
drao de crossing over com tres ou mais genes ligados. 

Intersexo. Organismo que apresenta caracterfsticas sexuais se- 
cundarias intermediarias entre os sexos masculino e femi- 
nino; tipo que tern algumas caracterfsticas fenotfpicas dos 
sexos masculino e feminino. 

Introns. Sequencias intercalares de bases de DNA nos genes 
eucarioticos que nao sao representadas no transcrito de 
RNA maduro porque sao cortadas do transcrito de RNA 
primario. 

Invanavel. Constante, inalteravel, geralmente se refere a por- 
gao de uma molecula que e igual em diferentes especies. 

Inversao. Rearranjo que inverte a ordem de um arranjo linear 
de genes em um cromossomo. 

Inversao paracentrica. Inversao que esta totalmente dentro de 
um brago de um cromossomo e nao inclui o centromero. 

Inversao pericentrica. Inversao que inclui o centromero, por- 
tanto abrange os dois bragos de um cromossomo. 


Isoalelos. Diferentes formas de um gene que produzem fenoti- 
po igual ou fenotipos muito semelhantes. 

Isocromossomo. Um cromossomo com dois bragos identicos e 
genes identicos. Os bragos sao imagens espelhadas um do 
outro. 

Isoforma. Membro de uma famflia de proteinas intimamente 
relacionadas — proteinas que tern algumas sequencias de 
aminoacidos em comum e outras diferentes. 

Isotopo radioativo. Isotopo (forma de um atomo) instavel que 
emite radiagao ionizante. 

L 

Lamela. Estrutura, placa ou vesfcula formada por duas mem- 
branas paralelas. 

Leptoteno (leptonema). Estagio da meiose imediatamente 
antes da sinapse no qual os cromossomos sao observados 
como estruturas filiformes, finas e unicas (mas sao, na ver- 
dade, duplas porqueja houve replicagao do DNA). 

Letal equilibrado. Mutagoes letais em diferentes genes do mes- 
mo par de cromossomos que sao mantidas em repulsao 
por causa da ligagao proxima ou supressao do crossing over, 
Em uma populagao fechada, sobrevivem apenas os hetero- 
zigotos trans (1^ + 1+ ^) para as mutagoes letais. 

Ligagao. A uniao de duas ou mais moleculas de DNA por liga- 
goes covalentes. 

covalente. Ligagao na qual um par de eletrons e igual- 
mente compartilhado por protons de dois atomos adjacen- 
tes. 

Ligagao genica. Tendencia de diferentes genes de serem her- 
dados juntos porque estao localizados no mesmo cromos¬ 
somo. 

Ligagao peptidica. Ligagao quimica que une as subunidades de 
aminoacidos nas proteinas. 

Ligagao sexual. Associagao ou ligagao de uma caracterfstica he¬ 
reditaria ao sexo; o gene esta em um cromossomo sexual, 
geralmente o X; muitas vezes e empregado como sinonimo 
de ligagao ao X. 

Ligagoes de hidrogenio. Interagoes fracas entre atomos eletro- 
negativos e atomos de hidrogenio (eletropositivos) que es¬ 
tao ligados a outros atomos eletronegativos. 

Ligates ionicas. Atragoes entre grupos qufmicos de cargas 
opostas. 

Ligador (DNA). Dupla helice de DNA desprotegida que conec- 
ta nucleossomos adjacentes. 

Ligante. Molecula que pode se ligar a outra molecula no inte¬ 
rior das celulas ou sobre elas. 

Ligase. Enzima que une as extremidades de dois filamentos de 
acido nucleico 

Limitado ao sexo. Expressao de uma caracterfstica em apenas 
um sexo. Exemplos: produgao de leite por mamfferos; 
chifres em cameiros Rambouillet; produgao de ovos por 
galinhas. 

LINE (elementos nucleares intercalados longos). Famflias de 
elementos transponfveis moderadamente repetitivos lon¬ 
gos (comprimento medio = 6.500 pb) em eucariotos. 

Linfocito. Uma classe geral de leucocitos que sao componentes 
importantes do sistema imune de animais vertebrados. 

Linfocitos B (celulas B). Importante classe de celulas que ama- 
durecem na medula ossea e sao as principais responsaveis 
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pela resposta imune mediada por anticorpos ou humoral; 
dao origem aos plasmocitos produtores de anticorpos e a 
algumas outras celulas do sistema imune. 

Linfocitos T (celulas T). Celulas que se diferenciam no timo e 
sao as principals responsaveis pela resposta imune celular 
ou mediada por celulas T. 

Linhagem endogamica. Linhagem produzida por muitas gera- 
goes de endogamia sistematica, por exemplo, por autofer- 
tilizagao repetida ou por cruzamento repetido de irmaos 
completos. 

Linhagem germinativa. O tecido que produz os gametas. 

Lipidio. Molecula composta de acidos graxos e trigliceridios. 

Llquido airmiotico. Llquido contido na bolsa amniotica de verte- 
brados superiores e que contem celulas do embriao (nao da 
mae). Tanto o llquido quanto as celulas sao usados para diag¬ 
nostic de anormalidades geneticas do embriao ou do feto. 

Lise. Ruptura de uma celula pela destruigao da membrana ce¬ 
lular apos infecgao viral. 

Lisossomo. Pequena organela celular delimitada por membra¬ 
na que contem enzimas destinadas a degradagao de ma- 
cromoleculas. 

Loci de caracteristica quantitativa (QTL). Dois ou mais genes 
que afetam uma unica caracteristica quantitativa. 

Locus (pi. loci). Posigao fixa em um cromossomo ocupada por 
determinado gene ou um de seus alelos. 

M 

Macromolecula. Molecula grande; termo usado para identificar 
moleculas de proteinas e acidos nucleicos. 

Mapa citologico. Diagrama de um cromossomo baseado na co- 
loragao diferencial - o “padrao de bandas” - ao longo de 
sua extensao. 

Mapa de ligacao genica. Diagrama linear ou circular que mos- 
tra as posigoes relativas de genes em um cromossomo obti- 
do por analise genetica. 

Mapa de restricao. Mapa fisico linear ou circular de uma mo¬ 
lecula de DNA que mostra os sitios clivados por diferentes 
enzimas de restrigao. 

Mapa fisico. Diagrama de um cromossomo ou molecula de 
DNA com distancias apresentadas em pares de bases, qui- 
lobases ou megabases. 

Mapa genetico. Diagrama de um cromossomo com distancias 
baseadas em frequencias de recombinagao - centiMor- 
gans. 

Mapeamento de hlbridos por radiagao. Uso de celulas hibridas 
de seres humanos e roedores que contem fragmentos de 
cromossomos humanos (produzidos por irradiagao) fun- 
didos a cromossomos de roedores para determinar as rela- 
goes de ligagao de genes humanos. 

Marcagao por transposon. Insergao de um elemento transponl- 
vel dentro ou perto de um gene, marcando esse gene com 
uma sequencia de DNA conhecida. 

Matriz aberta de leitura (ORF). Segmento de DNA contendo 
as sequencias necessarias para codificar um polipeptidio. 
O transcrito de RNA de uma ORF comega com um codon 
de iniciagao da tradugao, seguido por uma sequencia de 
codons especificadores de aminoacidos, e termina com um 
codon de termino da tradugao. Presume-se que a ORF co- 
difique um polipeptidio. 


Matriz de leitura. Serie de trinucleotldios posicionados em se¬ 
quencia no sftio A do ribossomo durante a tradugao de um 
mRNA; ainda, a sequencia de trincas de pares de nucleotl- 
dios no DNA que correspondent a esses codons no mRNA. 

Mecanismo de controle negativo. Mecanismo em que ha ne- 
cessidade de protelna(s) reguladora(s) para desativar a 
expressao genica. 

Mecanismo de controle positivo. Mecanismo em que ha neces- 
sidade de proteina(s) reguladora(s) para ativar a expres¬ 
sao genica. 

Media. Media aritmetica; a soma de todas as medidas ou valores 
em uma amostra dividida pelo tamanho da amostra. 

Mediana. Em um conjunto de medidas, o valor central acima e 
abaixo do qual ha um numero igual de medidas. 

Megasporo. Celula grande isolada produzida no fim da meiose 
nos tecidos reprodutivos femininos de vegetais. 

Meiose. Processo pelo qual o numero de cromossomos de uma 
celula reprodutiva e reduzido a metade do numero diploi- 
de ( 2n ) ou somatico; resulta na formagao de gametas em 
animais ou de esporos em vegetais; importante criadora de 
variabilidade por meio de recombinagao. 

Melanina. Pigmento castanho ou preto. 

Membrana. Estrutura macromolecular composta de lipidios e 
protemas que circunda uma celula ou algumas organelas 
dentro de uma celula, como as mitocondrias e os cloro- 
plastos; tambem e um componente do reticulo endoplas- 
matico celular. 

Mesoderma. Camada germinativa media que se forma no em¬ 
briao inicial de animais e da origem a partes como osso e 
tecido conjuntivo. 

Metabolismo. Soma de todos os processos quimicos em celulas 
vivas em que ha produgao e uso de energia. 

Metafase. Estagio da divisao celular no qual os cromossomos 
sao mais bem definidos e dispostos em uma placa equato¬ 
rial; estagio depois da profase e antes da anafase. 

Metafase L Estagio da primeira divisao meiotica em que os cro¬ 
mossomos homologos duplicados emparelhados se con- 
densam e se reunem no piano equatorial da celula. 

Metafase II. Estagio da segunda divisao meiotica em que os cro¬ 
mossomos duplicados se reunem no piano equatorial da 
celula. 

Metafemea (superfemea). Em Drosophila, , femea anormal, geral- 
mente esteril, com excesso de cromossomos X em compa- 
ragao com os conjuntos de autossomos (p. ex., XXX; AA). 

Metastase. Disseminagao de celulas cancerosas para orgaos an¬ 
tes nao afetados. 

Metilagao (de DNA e RNA). Acrescimo de um ou mais grupos 
metil(-CH 3 ) a um ou mais dos nucleotidios em um acido 
nucleico. 

Metodo CIB. Uso de um cromossomo X especial de Drosophila ,, 
que tern uma mutagao causadora de olhos em forma de 
barra e uma mutagao letal recessive dentro de uma gran¬ 
de inversao, para detectar novas mutagoes letais recessivas 
ligadas ao X. H. J. Muller usou esse cromossomo para de- 
monstrar que os raios X sao mutagenicos. Veja tambem 
Cromossomo CIB. 

Micelio. Filamentos que constituent a parte vegetative do talo 
dos fungos. 

Microarranjo. Membrana ou outro suporte solido contendo 
milhares de oligonucleotidios ou sondas de hibridizagao 
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de acido nucleico para uso na detecgao de DNA ou RNA 
complemen tares. 

Micro-RNA. Veja RNA de interferencia curto. 

Microsporo. Um dos quatro produtos finais da meiose nos teci- 
dos reprodutivos masculinos dos vegetais. 

Microssatelite. Veja Repeticao curta em sene (STR). 

Microtubulos. Filamentos ocos no citoplasma constituent uma 
parte do aparelho locomotor de uma celula movel; compo- 
nente do fuso mitotico. 

Mitocondrias. Organelas do citoplasma de celulas vegetais e 
animais onde ocorre a fosforilagao oxidativa para produ- 
gao de ATP. 

Mitose. Disjungao de cromossomos duplicados e divisao do ci¬ 
toplasma para produzir duas celulas-filhas geneticamente 
identicas. 

Modelo operon. Mecanismo de controle negativo proposto por 
Jacob e Monod em 1961 para explicar a regulagao coor- 
denada de conjuntos cotranscritos de genes estruturais. O 
mecanismo inclui um gene regulador codificador de um 
repressor que controla a transcrigao do conjunto de genes 
mediante ligagao a uma regiao operadora e bloqueio da 
transcrigao pela RNA polimerase. 

Modelo. Descrigao matematica de um fenomeno biologico. 

Modificagao tautomerica. Transferencia de um atomo de hidro- 
genio de uma posigao para outra em uma molecula orga- 
nica. 

Modificador (gene modificador) . Gene que afeta a expressao 
de algum outro gene. 

Molde. Padrao ou modelo. O DNA armazena informagoes codi- 
ficadas e atua como um modelo ou molde a partir do qual 
as informagoes sao copiadas em filamentos complementa- 
res de DNA ou transcritos para o RNA mensageiro. 

Molecula de DNA recombinante. Molecula de DNA construida 
in vitro por uniao total ou parcial de duas moleculas dife- 
rentes de DNA. 

Molecula efetora. Molecula que influencia o comportamento 
de uma molecula reguladora, como uma protefna repres- 
sora, assim influenciando a expressao genica. 

Mono-hibrido. Prole de dois homozigotos que diferem um do 
outro pelos alelos presentes em apenas um locus genico. 

Mondmero. Molecula unica que pode se combinar a outras 
para formar estruturas mais complexas. 

Monoploide. Organismo ou celula que tern apenas um conjun¬ 
to de cromossomos ou um genoma (niimero n de cromos¬ 
somos) . 

Monossomico. Celula ou organismo diploide em que falta um 
cromossomo de seu proprio complemento (formula cro- 
mossomica 2n — 1). Um caso especffico desse disturbio e 
denominado monossomia. 

Morfogeno. Substancia que estimula o desenvolvimento da for¬ 
ma ou estrutura de um organismo. 

Morfologia. Estudo da forma de um organismo; historia do de¬ 
senvolvimento de estruturas visfveis e a relagao compara- 
tiva de estruturas semelhantes em diferentes organismos. 

Mosaico. Organismo ou parte de um organismo composto de 
celulas de diferentes genotipos. 

Mosaico sexual. Veja Ginandromorfo. 

Motilidade. Movimento celular, geralmente pela agao de estru¬ 
turas especializadas, como cfiios e flagelos. 


mtDNA. DNA das mitocondrias. 

Mutacao. Alteragao do DNA em um locus especffico de um or¬ 
ganismo. O termo e usado de modo abrangente e inclui 
mutagoes pontuais com alteragao envolvendo um unico 
gene, bem como uma alteragao cromossomica. 

Mutagao com ganho de funcao. Mutagao que dota um produto 
genico de uma nova fungao. 

Mutagao com perda de fungao. Mutagao que compromete ou 
suprime a expressao genica ou a fungao de um produto 
genico. 

Mutagao de efeito matemo. Mutagao que causa fenotipo mu- 
tan te na prole de um indivfduo do sexo feminino portador 
da mutagao; no entanto, o proprio portador do sexo femi¬ 
nino pode nao apresentar o fenotipo mutante. 

Mutagao dominante negativa. Alelo mutante de um gene que 
interfere na fungao de um alelo selvagem de maneira que 
indivfduos heterozigotos para os alelos mutante e selvagem 
tenham um fenotipo mutante. 

Mutagao espontanea. Mutagao que ocorre sem causa conhecida 
(cf. Mutagao induzida). 

Mutagao germinativa. Mutagao que ocorre nas celulas repro- 
dutivas (celulas germinativas) do corpo e e transmitida a 
prole (cf. Mutagao somatica). 

Mutagao homeotica. Mutagao que causa o desenvolvimento de 
uma parte do corpo em posigao impropria em um organis¬ 
mo; por exemplo, uma mutagao em Drosophila que causa o 
desenvolvimento de pernas na cabega em lugar das antenas. 

Mutagao induzida. Mutagao resultante da exposigao de um 
organismo a um agente qufmico ou ffsico que causa alte- 
ragoes na estrutura do DNA ou RNA (cf. Mutagao espon¬ 
tanea). 

Mutagao knockout Mutagao que suprime totalmente a fungao 
de um gene. 

Mutagao letal condicional. Mutagao que e letal em uma serie 
de condigoes ambientais - condigoes restritivas —, mas e 
\iavel em outra serie de condigoes ambientais - condigoes 
permissivas. 

Mutagao letal recessiva. Forma mutante de um gene que provo- 
ca a morte de um organismo homozigoto para ele. 

Mutagao neutra. Mutagao que altera a sequencia de nucleotf- 
dios de um gene, mas nao afeta a aptidao do organismo. 

Mutagao nula. Mutagao que suprime a expressao de um gene. 
(Veja tambem Amorfico.) 

Mutagao por insergao. Mutagao causada pela insergao de DNA 
estranho como um elemento transponfvel ou o T-DNA do 
plasmfdio Ti de Agrobacterium tumefaciens. 

Mutagao por mudanga da matriz de leitura. Mutagao que modi- 
fica a matriz de leitura de um mRNA, seja por insergao ou 
por delegao de nucleotfdios. 

Mutagao sem sentido. Mutagao que troca um codon especifica- 
dor de um aminoacido por um codon de termino. 

Mutagao somatica. Mutagao que ocorre nas celulas nao repro- 
dutivas (celulas somaticas) do corpo e nao e transmitida a 
prole (cf. Mutagao germinativa). 

Mutagao supressora. Mutagao que anula parcial ou totalmente 
o efeito fenotfpico de outra mutagao. 

Mutagoes de sentido trocado. Mutagao que troca um codon 
que especifica um aminoacido por um codon que especifi- 
ca outro aminoacido. 
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Mutacoes pontuais. Alteragoes ocorridas em sftios especfficos 
nos genes. Incluem substitutes de pares de nucleotidios 
e insergao ou delegao de um ou alguns pares de nucleoti¬ 
dios. 

Mutageno. Agente ambiental, ffsico ou qufmico, capaz de indu- 
zir mutacoes. 

Mutante. Celula ou organismo individual que apresenta uma 
alteragao produzida por mutagao; um gene modificado. 

Mutante sensfvel ao supressor. Organismo capaz de crescer na 
presenga de um segundo fator genetico — um supressor —, 
mas nao na ausencia desse fator. 

Mutante termossensfvel. Organismo capaz de crescer em deter- 
minada temperatura, mas nao em outra. 

N 

Nao autonomo. Termo designativo das unidades biologicas que 
nao tem agao independente; essas unidades necessitam da 
assistencia de outra unidade ou “auxiliar” (cf. Autonomo). 

Nao disjungao. Ausencia de disjungao ou separagao de cro- 
mossomos homologos em mitose ou meiose, cuja conse- 
quencia e o excesso de cromossomos em algumas celu- 
las-filhas e a escassez em outras. Exemplos: na meiose, os 
dois cromossomos de um par vao para o mesmo polo e o 
outro polo nao recebe nenhum deles; na mitose, as duas 
cromatides-irmas vao para o mesmo polo. 

Northern blot Transferencia de moleculas de RNA de gel de ele- 
troforese para membrana de celulose ou nation por agao 
capilar. 

Nuclease. Enzima que catalisa a degradagao de acidos nucleicos. 

Nucleo. Parte de uma celula eucariotica que contem os cromos¬ 
somos; separada do citoplasma por uma membrana. 

Nucleolo. Bolsa esferica, rica em RNA, existente no nucleo de 
celulas metabolicas; esta associado ao organizador nucleo¬ 
lar; local de armazenamento de ribossomos e de precurso¬ 
rs de ribossomos. 

Nucleoprotema. Protema conjugada constitufda de acido nu- 
deico e protefna; material de que sao feitos os cromosso¬ 
mos. 

Nucleosldio. Substancia organica constitufda de uma base uni- 
da por ligagao covalente a ribose ou desoxirribose. 

Nucleossomo, centro do nucleossomo. A subunidade de cro- 
matina resistente a nuclease constitufda de aproximada- 
mente 146 nucleotidios de DNA enrolado em 1,65 volta de 
super-helice negativa ao redor de um octamero de histonas 
- duas moleculas de cada uma das histonas H2a, H2b H3 
e H4. 

Nucleotfdio. Subunidade de moleculas de DNA e RNA conten- 
do um grupo fosfato, um agucar e uma base nitrogenada 
organica. 

Nulissomico. Celula ou organismo diploide que nao tem os 
dois membros de um par de cromossomos (formula cro- 
mossomica 2n — 2). 

o 

Octaploide. Celula ou organismo com oito genomas ou conjun- 
tos de cromossomos (numero de cromossomos 8n). 

Oncogene. Gene capaz de causar transformagao cancerosa em 
celulas animais em cultura e formagao de tumor nos pro- 
prios animais; gene que promove a divisao celular. 


Operador. Parte de um operon que controla a expressao de um 
ou mais genes estruturais, servindo como sftio de ligagao 
para uma ou mais protefnas reguladoras. 

Operon. Grupo de genes que constituem uma unidade regu- 
ladora ou de controle. A unidade inclui um operador, um 
promotor e genes estruturais. 

Ordem (no codigo genetico). Ha dois tipos de ordem no codigo 
genetico: (1) multiplos codons para determinado aminoa- 
cido geralmente diferem apenas na terceira posigao, e (2) 
os codons para aminoacidos com propriedades qufmicas 
semelhantes estao intimamente relacionados. 

Ordenada. Eixo vertical de um grafico. 

Organela. Parte especializada de uma celula que tem uma ou 
mais fungoes especfficas (p. ex., o cflio de um protozoario). 

Organismos-modelo. Vegetais, animais e microbios usados roti- 
neiramente em analise genetica. 

Organizacao Genoma Humano (HUGO). Grupo internacional 
de cientistas criado para coordenar o sequenciamento e o 
mapeamento do genoma humano. 

Orgamzador. Indutor; substancia qufmica em um sistema vivo 
que determina o destino no desenvohdmento de determi- 
nadas celulas ou grupo de celulas. 

Orgamzador nucleolar (ON). Segmento cromossomico conten- 
do genes que controlam a sfntese de RNA ribossomico, lo- 
calizado na constrigao secundaria de alguns cromossomos. 

Origem da replicagao. Sftio ou sequencia de nucleotidios em 
um cromossomo ou uma molecula de DNA onde se inicia 
a replicagao. 

Ortologos. Veja Genes ortologos. 

Ovario. Parte alargada do pistilo de uma flor que contem os 
ovulos; o orgao reprodutivo ou a gonada feminina em ani- 
mais. 

Ovocito. Celula germinativa feminina; a celula que passa por 
duas divisoes meioticas (ovogenese) para dar origem ao 
ovulo. Ovocito primario - antes da conclusao da primeira 
divisao meiotica; ovocito secundario - depois da conclusao 
da primeira divisao meiotica. 

Ovocito (oosfera). Celula germinativa produzida por um orga- 
nismo feminino. 

Ovocito secundario. Veja Ovocito. 

Ovogenese. Formagao do ovocito em animais. 

Ovogonia. Celula germinativa do animal de sexo feminino an- 
tes do infcio da meiose. 

Ovulo (vegetal). O macrosporangio de uma angiosperma que se 
transforma em semente. Abrange o nucelo e o tegumento. 

P 

P. Simbolo que designa a geragao parental ou os pais de deter- 
minado indivfduo. 

Palindromo. Segmento de DNA no qual a leitura da sequencia 
de pares de bases e igual nos dois sentidos a partir de um 
ponto central de simetria. 

Panmixia. Cruzamento aleatorio em uma populagao. 

Paquiteno (paquinema). Estagio do meio da profase meiotica 
imediatamente depois do zigoteno e antes do diploteno. 
Em preparagoes microscopicas favoraveis, os cromossomos 
sao visfveis como pares de filamentos longos. Raramente, e 
possfvel detectar quatro cromatides. 
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Paralogos. Veja Genes paralogos. 

Parametro. Valor ou constante com base em toda uma popula¬ 
gao (cf. Estatfstica). 

Parental. Relativo as linhagens fundadoras usadas em um cru- 
zamento; que tem as caracterfsticas dessas linhagens. Em 
uma serie de cruzamentos, a geracao parental e simboliza- 
da pela letra P. 

Partenogenese. Dcscnvolvimento de um novo indivfduo a par- 
tir de um gameta feminino nao fertilizado. 

Paterno. Relativo ao pai. 

Patogeno. Organismo causador de doenga. 

PCR. Veja Reagao em cadeia da polimerase. 

Penetrancia. Porcentagem de indivfduos que apresentam de- 
terminado fenotipo entre os capazes de apresenta-lo. 

Peptidil transferase. Atividade enzimatica - presente na subuni- 
dade grande do ribossomo - que catalisa a formagao de 
ligagoes peptfdicas entre aminoacidos durante a tradugao. 

Peptidio. Substancia contendo aminoacidos; unidade de de- 
composigao ou de formagao no metabolismo de protefnas. 

Pequenas ribonucleoproteinas nucleares (snRNP). Complexos 
de RNA-protefna que sao componentes dos espliceosso- 
mos. 

Pequeno RNA nuclear (snRNA). Pequenas moleculas de RNA 
localizadas nos nucleos de celulas eucarioticas; a maioria 
dos snRNAs compoe os espliceossomos que excisam ni¬ 
trons dos pre-mRNA. 

Perfil de DNA (impressao digital de DNA). Padrao registrado 
de polimorfismos de DNA. 

Peroxissomo. Organela subcelular que contem enzimas que 
participam da degradagao de acidos graxos e aminoacidos. 

Pintura cromossomica. Estudo da organizagao e evolugao de 
cromossomos por hibridizagao in situ com uso de sondas 
de DNA marcadas com corantes fluorescentes que emitem 
luz em diferentes comprimentos de onda. 

Pirimidina. Base nitrogenada de anel simples presente em aci¬ 
dos nucleicos; a citosina e a timina geralmente estao pre- 
sentes no DNA, ao passo que a uracila costuma substituir a 
timina no RNA. 

Pistilo. Orgao central das flores que contem o ovario. 

Placa equatorial. Figura formada pelos cromossomos no centro 
(piano equatorial) do fuso na mitose. 

Placa metafasica. Plano equatorial em que se reunem os cro¬ 
mossomos duplicados de uma celula durante a metafase 
da mitose. 

Plaqueamento em replica. Procedimento de duplicagao de 
colonias bacterianas cultivadas em meio de agar em uma 
placa de Petri para meio de agar em outra placa de Petri. 

Plasmidio. Determinante hereditario extracromossomico que 
existe em estado autonomo e e transferido de maneira in- 
dependente dos cromossomos. 

Plasmidio R conjugativo. Molecula de DNA circular que pode 
ser transferida de uma bacteria para outra durante a con- 
jugagao. 

Plasmidio Ti. O grande plasmidio em Agrobacterium tumefaciens. 
E responsavel pela indugao de tumores em vegetais com 
a doenga galha-da-coroa e e um importante vetor para 
transference. de genes para os vegetais, principalmente as 
dicotiledoneas. 


Plasmocitos. Leucocitos produtores de anticorpos derivados de 
linfocitos B. 

Plastidio. Corpo citoplasmatico encontrado nas celulas de ve¬ 
getais e de alguns protozoarios. Os cloroplastos, por exem- 
plo, produzem clorofila, que participa da fotossintese. 

Pleiotropia. Condigao na qual um so gene influencia mais de 
uma caracteristica. 

Pluripotente. Adjetivo que designa celulas com potencial de se 
diferenciar em muitos tipos diferentes. 

Poliadenilagao. Acrescimo de caudas poli(A) a transcritos de 
genes eucarioticos (RNA). 

Polidactilia. Ocorrencia de numero maior que o habitual de 
dedos das maos ou dos pes. 

Poligene. Um de muitos genes implicados na heranga quanti- 
tativa. 

Poliligador (sitio de clonagem multipla). Segmento de DNA 
que contem um conjunto de sitios de clivagem de enzima 
de restrigao unica. 

Polimerase poli(A). Enzima que acrescenta as caudas poli(A) as 
terminagoes 3' dos transcritos (RNA) de genes eucarioticos. 

Polimerase. Enzima que catalisa a sintese de DNA ou RNA. 

Polimerizagao. Uniao quimica de duas ou mais moleculas do 
mesmo tipo para formar uma nova substancia que tem 
elementos iguais em proporgoes iguais, porem maior peso 
molecular e diferentes propriedades fisicas. 

Polimero. Substancia constituida de muitas subunidades meno- 
res; decorrente do processo de polimerizagao. 

Polimorfismo de nucleotidio unico (SNP). Um par de bases no 
DNA que varia em uma populagao. 

Polimorfismo do comprimento do fragmento de restrigao 
(RFLP). Existencia de duas ou mais variantes geneticas 
detectaveis por observagao de fragmentos de DNA geno- 
mico obtidos por digestao do DNA com uma enzima de 
restrigao. Em geral, os fragmentos de DNA sao fraciona- 
dos por eletroforese, transferidos para uma membrana por 
Southern blotting e, depois, visualizados por autorradiografia 
apos hibridizagao com sonda de DNA marcada. 

Polimorfismo equilibrado. Dois ou mais tipos de indivfduos 
mantidos na mesma populagao reprodutiva por um meca- 
nismo de selegao. 

Polimorfismo silencioso. Variante de DNA que nao altera a se- 
quencia de aminoacidos de uma protefna. 

Polimorfismo. Existencia de duas ou mais variantes em uma po¬ 
pulagao de indivfduos em que no mfnimo duas variantes 
tem frequencias acima de 1%. 

Polinucleotidio. Sequencia linear de nucleotfdios unidos no 
DNA ou RNA. 

Polipeptidio. Molecula linear com dois ou mais aminoacidos e 
um ou mais grupos peptfdicos. Sao denominados dipep- 
tfdios, tripeptfdios, e assim por diante, de acordo com o 
numero de aminoacidos presentes. 

Poliploide. Organismo com mais de dois conjuntos de cromos¬ 
somos (diploide 2 n) ou genomas - por exemplo, triploide 
(3 n), tetraploide (4 ri)> pentaploide (5 tz), hexaploide (6rz), 
heptaploide On), octaploide (8 n). 

Ponto de verificagao. Mecanismo que impede o avango durante 
o ciclo celular eucariotico. 

Pool de genes. A soma de todos os alelos diferentes nos mem- 
bros reprodutores de uma populagao em dado momento. 
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Populagao. Grupo de organismos de um tipo; grupo de inter- 
cruzamento de vegetais ou animais; o amplo grupo do qual 
se pode retirar uma amostra. 

Populagao (efetiva). Membros reprodutores da populagao. 

Populagao mendeliana. Unidade natural de intercruzamento 
de vegetais com reprodugao sexuada ou animais que tern 
um pool de genes em comum. 

Populagao pan-mftica. Populagao em que o cruzamento e ale- 
atorio. 

Portador. Individuo que tern um alelo recessivo nao expresso 
(ou seja, inibido por um alelo dominante). 

Pre-mRNA. Transcrito primario de um gene eucariotico antes 
do processamento para produzir um mRNA. 

Pressao de mutagao. Taxa de mutagao constante que acrescen- 
ta genes mutantes a uma populagao; ocorrencias repetidas 
de mutagoes em uma populagao. 

Pressao de selegao. Eficacia das diferengas de sobrevivencia e 
reprodugao na modificagao da frequencia de alelos em 
uma populagao. 

Primossomo. Complexo de replicagao proteico que catalisa 
a iniciagao dos fragmentos de Okazaki durante a smtese 
descontfnua do DNA. Contem atividades de DNA primase 
e DNA helicase. 

Principio de Hardy-Weinberg. Relagao matematica que permite 
prever as frequencias de genotipos em uma populagao a 
partir das frequencias dos alelos constituintes; uma conse- 
quencia do cruzamento aleatorio. 

Principio do fimdador. Possibilidade de divergencia genetica 
de uma populagao nova, pequena e isolada porque os indi- 
vfduos fundadores sao uma amostra aleatoria de uma gran¬ 
de populagao principal. 

Probabilidade. Frequencia de ocorrencia de um evento. 

Probabilidade binomial. Frequencia associada a ocorrencia de 
um resultado em um experimento que tern apenas dois 
resultados possfveis, como cara ou coroa ao jogar uma 
moeda. 

Probando. Individuo de uma famflia no qual se identifica pela 
primeira vez uma caracterfstica hereditaria. 

Procarioto. Membro de um grande grupo de organismos (en- 
tre eles bacterias e cianobacterias) que nao tern nucleo ce- 
lular verdadeiro e nao sofrem mitose. 

Prof ago (provirus). Genoma de um bacteriofago temperado 
integrado ao cromossomo de uma bacteria lisogenica e re- 
plicado com o cromossomo do hospedeiro. 

Profase. Estagio da mitose entre a interfase e a metafase. Du¬ 
rante essa fase, o centrfolo se divide e os dois centriolos re- 
sultantes se afastam. Ha espiralamento de cada filamento 
de DNA produzido por replicagao na interfase, e o cromos¬ 
somo e duplo no sentido longitudinal, exceto na regiao 
do centromero. Cada cromossomo parcialmente separado 
e denominado cromatide. As duas cromatides de um cro¬ 
mossomo sao cromatides-irmas. 

Profase I. Estagio da primeira divisao meiotica em que ha con- 
densagao dos cromossomos duplicados e emparelhamento 
de cromossomos homologos. 

Profase II. Estagio da segunda divisao meiotica em que os cro¬ 
mossomos duplicados se condensam e se preparam para se 
deslocar ate o piano equatorial da celula. 

Progerias. Doengas hereditarias caracterizadas por envelheci- 
mento prematuro. 


Projeto Genoma Humano. Enorme esforgo internacional para 
mapear e sequenciar todo o genoma humano. 

Promotor. Sequencia nucleotfdica a qual a RNA polimerase se 
liga para iniciar a transcrigao; tambem e uma substancia 
quimica que estimula a transformagao de celulas benignas 
em celulas cancerosas. 

Protaminas. Pequenas protefnas basicas que substituem as his- 
tonas nos cromossomos de alguns gametas masculinos. 

Protease. Toda enzima que hidrolisa protefnas. 

Proteina. Macromolecula constitufda de um a varios polipep- 
tfdios. Cada polipeptfdio e constitufdo de uma cadeia de 
aminoacidos unidos por ligagoes peptfdicas. 

Proteina ativadora do catabolismo (CAP). Proteina reguladora 
positiva que, na presenga de AMP cfclico (cAMP), liga-se 
as regioes promotoras de operons e estimula sua trans¬ 
crigao. A CAP e o cAMP, quando presentes, garantem o 
uso de glicose como fonte de carbono em vez de fontes 
de energia menos eficientes como a lactose, a arabinose 
e outros agucares. Quando presente, a glicose impede a 
smtese de cAMP e, portanto, a ativagao da transcrigao por 
CAP/cAMP. 

Proteina de fusao. Polipeptfdio constitufdo de um gene re- 
combinante que contem porgoes de dois ou mais genes 
diferentes. Os diferentes genes sao unidos de modo que 
suas sequencias codificadoras estejam na mesma matriz de 
leitura. 

Proteina de ligagao ao DNA unifilamentar. Proteina que reveste 
filamentos unicos de DNA, mantendo-os no estado esten- 
dido. 

Proteina fluorescente verde (GFP). Proteina fluorescente natu¬ 
ral sintetizada pela agua-viva Aequorea victoria. 

Protefnas cromossomicas nao histonicas. Todas as protefnas 
dos cromossomos exceto as histonas. 

Proteinas de competencia (Com). Protefnas mediadoras do 
processo de transformagao em bacterias. Sua smtese e in- 
duzida por pequenos peptfdios denominados feromonios 
de competencia. 

Proteoma. Conjunto completo de protefnas codificadas por um 
genoma. 

Proteomica. Ciencia que determina as estruturas e as fungoes 
de todas as protefnas produzidas por organismos vivos. 

Proto-oncogene. Gene celular normal que pode ser transforma- 
do em oncogene por mutagao. 

Protoplasto. Celula vegetal ou bacteriana cuja parede foi remo- 
vida. 

Prototrofo. Organismo como uma bacteria que cresce em meio 
mfnimo. 

Provirus. Cromossomo viral que se integrou ao genoma de um 
hospedeiro, procariotico ou eucariotico (cf. Profago). 

Pseudogene. Componente inativo, mas estavel de um genoma, 
semelhante a um gene; aparentemente derivado de genes 
ativos por mutagao. 

Purina. Base nitrogenada de anel duplo presente em acidos nu- 
cleicos; a adenina e a guanina sao as duas purinas presen¬ 
tes na maioria das moleculas de DNA e RNA. 

Q 

Quiasma. Troca visfvel de partes em duas cromatides de um 
grupo de quatro durante a primeira profase meiotica. No 


Glossarlo 721 


estagio diploteno da meiose, as quatro cromatides de um 
bivalente estao associadas em pares, mas de tal modo que 
ha troca de uma parte de duas cromatides. Esse ponto de 
“troca de partes” e o quiasma. 

Quimera (animal). Indivfduo derivado de dois embrioes por in¬ 
tervened experimental. 

Quimera (vegetal). Parte de um vegetal cuja constituicao gene- 
tica e diferente da constituicao de outras partes do mesmo 
vegetal. Pode ser resultado de diferentes zigotos que cres- 
cem juntos ou de fusao artificial (enxerto); pode ser pe- 
riclinal, com camadas paralelas de tecidos geneticamente 
diferentes, ou setorial. 

Quimiotaxia. Atragao ou repulsao de organismos por uma subs- 
tancia capaz de se difundir. 

Qui-quadrado. Dado estatistico usado para testar o ajustamento 
dos dados as previsoes de uma hipotese. 

R 

Ra^a. Grupo distinguivel de organismos de determinada espe- 
cie. 

Radiacao ionizante. Parte do espectro eletromagnetico que re- 
sulta na producao de cargas positivas e negativas (pares de 
ions) em moleculas. Os raios X e os raios gama sao exem- 
plos de radiacao ionizante (cf. Radiacao nao ionizante). 

Radiacao nao ionizante. Parte do espectro eletromagnetico que 
nao leva a producao de cargas positivas e negativas (pares de 
ions) em moleculas. A luz visivel e a luz ultravioleta sao exem- 
plos de radiacao nao ionizante (cf. Radiacao ionizante). 

Radiacao ultravioleta (UV). A parte do espectro electromagne- 
tico - comprimentos de onda de aproximadamente 1 a 350 
nm - entre a radiacao ionizante e a luz visivel. A radiacao 
UV e absorvida pelo DNA e e extremamente mutagenica 
para organismos unicelulares e para as celulas epidermicas 
de organismos multicelulares. 

Rastreamento por complementacao. Pesquisa em bibliotecas de 
expressao de cDNA ou clones genomicos com base em sua 
capacidade de resgatar celulas hospedeiras mutantes. 

Reacao autocatalitica. Reacao catalisada por um substrato sem 
a participacao de nenhum outro agente catalitico. 

Reacao em cadeia da polimerase (PCR). Procedimento que 
requer varios ciclos de desnaturacao, hibridizacao em 
oligonucleotfdios iniciadores e smtese de polinucleotidios, 
que amplifica determinada sequencia de DNA. 

Receptor. Molecula capaz de aceitar a uniao de um ligante. 

Receptor de celulas T. Protema de ligacao a antfgeno que esta 
localizada na superffcie de celulas T e medeia a resposta 
imune celular de mamiferos. Os genes que codificam an- 
tigenos de celulas T sao montados a partir de segmentos 
genicos por processos de recombinacao somatica durante 
a diferenciacao de linfocitos T. 

Recessivo. Termo que designa um membro de um par alelico 
incapaz de se manifestar na presenca do membro domi- 
nante. 

Recombinacao. Producao de combinacoes genicas nao en- 
contradas nos pais pela distribuicao de cromossomos nao 
homologos e crossing over entre cromossomos homologos 
durante a meiose. Nos genes ligados, pode-se usar a fre- 
quencia de recombinacao para estimar a distancia no 
mapa genetico; no entanto, altas frequencias (proximas de 
50%) nao produzem estimativas precisas. 


Recomposicao (splicing). Processo responsavel pela ligacao co- 
valente de sequencias de exons de RNA e pela eliminacao 
de sequencias de rntrons interpostas. 

Regiao znr (de plasmidio Ti). Regiao do plasmidio Ti de Agro- 
bacterium tumefaciens que contem genes codificadores de 
produtos necessarios para a transferencia do T-DNA da 
bacteria para celulas vegetais. 

Regras de Kozak. A sequencia necessaria - 5'-GCC(A ou G) 
CCAUGG-3' - para o inicio ideal da traducao no primeiro 
(5') AUG em mRNA eucarioticos (nome dado em home- 
nagem a Marilyn Kozak, primeira a propor essas regras). 

Remodelagem da cromatina. Alteracao da estrutura do DNA e 
de suas moleculas de protema associadas, principalmente 
histonas, por um complexo proteico; muitas vezes essa re¬ 
modelagem implica a modificacao quimica das histonas. 

Renaturacao. Restauracao da forma nativa de uma molecula. 
Na bioquimica de acidos nucleicos, esse termo geralmente 
se refere a formacao de uma helice bifilamentar a partir de 
moleculas unifilamentares complementares. 

Reparo de erros de pareamento. Processos de reparo do DNA 
que corrigem pares de bases que nao tern ligacoes de hi- 
drogenio apropriadas. 

Reparo por excisao. Processos de reparo do DNA em que ha re- 
tirada do segmento lesado de DNA e sua substituicao pela 
smtese de um novo filamento usando o filamento comple- 
mentar de DNA como molde. 

Reparo por excisao de base. Redrada de bases anormais ou qui- 
micamente modificadas do DNA. 

Reparo por excisao de nucleotidio. Eliminacao de defei- 
tos relativamente grandes, como dimeros de timina no 
DNA, mediante excisao de um segmento do filamento de 
DNA que transpoe o defeito e a smtese de reparo por 
uma DNA polimerase que usa o filamento complementar 
como molde. 

Reparo pos-replicacao. Mecanismo dependente de recombina¬ 
cao para reparo do DNA lesado. 

Repeticao curta em serie (STR) (microssatelite). Repeticao em 
serie altamente polimorfica de uma sequencia que tern 
apenas dois a cinco pares de nucleotidios de comprimento. 

Repeticao em serie em numero variavel (VNTR) (minissatelite). 

Repeticao em serie extremamente polimorfica de uma se¬ 
quencia com 10 a 80 pares de nucleotidios de comprimento. 

Repeticao em serie simples. Unidade repetida em serie no 
DNA com apenas um a seis nucleotidios de comprimento. 

Repeticao invertida. Sequencia presente duas vezes em uma 
molecula de DNA, mas com orientacao invertida. 

Repeticao terminal invertida. Sequencias de DNA identicas 
ou quase identicas em extremidades opostas de um trans- 
poson de “cortar e colar”. Uma sequencia e a imagem es- 
pecular invertida da outra. 

Repeticoes de trinucleotidios. Repeticoes consecutivas de tres 
nucleotidios presentes em muitos genes humanos. Em 
varios casos, essas repeticoes de trinucleotidios sofreram 
expansoes do numero de copias que acarretaram doencas 
hereditarias. 

Repeticoes terminals longas. Sequencias de DNA identicas ou 
quase identicas em extremidades opostas de um retrovirus 
ou de um elemento semelhante a um retrovirus integrado. 
Em geral, essas sequencias tern comprimento minimo de 
300 pares de bases. Sigla: LTR ( long terminal repeats). 
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Replicagao. Processo de duplicagao realizado por copia de um 
molde (p. ex., reprodugao no rnvel de DNA). 

Replicagao contmua. Sfntese de um novo filamento de DNA 
pelo acrescimo sequencial de nucleotfdios a terminagao 
3'-OH do filamento. Caracterfstica da sfntese do filamento 



Replicagao descontinua. A sfntese de um novo filamento de 
DNA pela formagao de segmentos curtos de DNA (frag- 
mentos de Okazaki) que sao, em seguida, unidos pela DNA 
ligase. Caracterfstica da sfntese do filamento descontfnuo 
(atrasado) - o filamento em crescimento na diregao geral 
3' —»5'. 

Replicagao por clrculo rolante. Mecanismo de replicagao de 
moleculas circulares de DNA nas quais um filamento pa¬ 
rental de DNA e clivado na origem de replicagao enquan- 
to o outro filamento permanece intacto. A terminagao 5' 
do filamento clivado e desenrolada e replicada de modo 
descontfnuo, enquanto a replicagao contfnua do outro fi¬ 
lamento ocorre na terminagao 3', usando o filamento cir¬ 
cular intacto como molde. 

Replicagao semiconservativa. Replicagao de DNA por mecanis¬ 
mo no qual os filamentos parentais sao conservados (per- 
manecem intactos) e servem como moldes para a sfntese 
de novos filamentos complementares. 

Replicon. Unidade de replicagao. Em bacterias, os replicons es- 
tao associados a segmentos da membrana celular que con- 
trolam a replicagao e a coordenam com a divisao celular. 

Replissomo. O aparelho de replicagao completo - presente em 
uma forquilha de replicagao - que realiza a replicagao se¬ 
miconservativa do DNA. 

Repressao. Processo de desativar a expressao de um gene ou 
conjunto de genes em resposta a algum sinal. 

Repressao catabolica. Redugao mediada por glicose das taxas 
de transcrigao de operons que especificam enzimas partici- 
pantes das vias catabolicas (como o operon lac). 

Repressao coordenada. Regulagao correlacionada dos genes 
estruturais de um operon por uma molecula que interage 
com a sequencia do operador. 

Repressor. Protefna que se liga ao DNA e desativa a expressao 
genica. 

Reprodugao assexuada. Todo processo de reprodugao em que 
nao ha formagao e uniao de gametas dos diferentes sexos 
ou cruzamentos. 

Reprodugao sexuada. Reprodugao que abrange a formagao de 
celulas germinativas maduras (*. e., ovocitos/oosferas e es- 
permatozoides/anterozoides). 

Repulsao (configuragao trans). Condigao na qual um heterozi- 
goto duplo recebeu um alelo mutante e um alelo selvagem 
de cada um dos pais; por exemplo, a +/a + X + b/+ b produz 
a+/+ b (cf. Acoplamento). 

Resposta a selegao. Na reprodugao de vegetais e animais, a di- 
ferenga entre a media dos indivfduos selecionados para 
serem pais e a media da sua prole. 

Resposta SOS. Sfntese de um conjunto completo de protefnas 
de reparo, recombinagao e replicagao do DNA em bacte¬ 
rias que sofrem graves danos do DNA (p. ex., apos exposi- 
gao a luz UV). 

Reticulo endoplasmatico. Rede de membranas no citoplasma a 
qual os ribossomos se aderem. 


Reticulocito. Hemaciajovem. 

Retrocruzamento. Cruzamento entre um hfbrido e um de 
seus pais. A prole desse cruzamento e denominada geragao 
de retrocruzamento. (Veja tambem Cruzamento-teste.) 

Retroelemento. Qualquer um dos retrovirus integrados ou dos 
elementos transponfveis semelhantes a eles. 

Retromutagao. Segunda mutagao, ocorrida no mesmo sftio ge- 
nico que a primeira, que restaura a sequencia de nucleotf- 
dios do tipo selvagem. 

Retroposon. Elemento transponfvel que cria novas copias por 
transcrigao reversa de RNA em DNA, mas nao tern as se¬ 
quences de repetigoes terminais longas. 

Retrotransposon. Elemento transponfvel que cria novas copias 
por transcrigao reversa de RNA em DNA. 

Retrovirus. Virus que armazena suas informagoes geneticas em 
RNA e as replica usando a transcriptase reversa para sinte- 
tizar uma copia em DNA do genoma de RNA. 

Reversao (mutagao reversa). Restituigao de um gene mutante a 
condigao selvagem ou, no mfnimo, a uma forma que pro¬ 
duz o fenotipo selvagem; de modo geral, o aparecimento 
de uma caracterfstica expressa por ancestral remoto. 

Revisao ( proofreading ). Varredura do DNA por enzimas a pro- 
cura de defeitos estruturais, como erro de pareamento de 
bases. 

RFLP. Veja Polimorfismo do comprimento do fragmento de 
restrigao. 

Ribonuclease (RNase). Toda enzima que hidrolisa o RNA. 

Riborregulador ( riboswitch ). Molecula de mRNA capaz de regu¬ 
lar a expressao genica - transcrigao ou tradugao - sofren- 
do alteragao da conformagao ao se ligar a um metabolito 
especffico. 

Riborregulador {riboswitch) de lisina. Um mRNA de bacterias 
que passa de uma conformagao ativa (transcrita) a uma 
estrutura inativa (nao transcrita) quando se liga a lisina. 

Ribossomo. Organela citoplasmatica na qual sao sintetizadas as 
protefnas. 

RNA. Acido ribonucleico; material que contem informagoes 
em alguns virus; de modo geral, uma molecula derivada 
do DNA por transcrigao que pode levar informagoes (RNA 
mensageiro ou mRNA), garantir a estrutura subcelular 
(RNA ribossomico ou rRNA), transportar aminoacidos 
(RNA de transference ou tRNA) ou facilitar a modificagao 
bioqufmica propria ou de outras moleculas de RNA. 

RNA antisense. RNA complementar ao pre-mRNA ou mRNA 
produzido a partir de um gene. 

RNA de interference cur to (siRNA). Moleculas de RNA bifila- 
mentares com 21 a 28 pares de bases de comprimento que 
medeiam o fendmeno de interference por RNA; tambem 
sao conhecidas como moleculas de microRNA. 

RNA de transference (tRNA). RNA que transportam aminoa¬ 
cidos para os ribossomos, onde sao usados para produzir 
protefnas. 

RNA-guia. Molecula de RNA que contem sequencias usadas 
como molde durante a edigao do RNA. 

RNA mensageiro (mRNA). RNA que leva do DNA para os ribos¬ 
somos as informagoes necessarias para a sfntese proteica. 

RNA nuclear heterogeneo (hnRNA). A populagao de transcrf 
tos primarios no nucleo de uma celula eucariotica. 

RNA polimerase. Enzima que catalisa a sfntese de RNA. 
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RNA ribossomicos (rRNA) . Moleculas de RNA que sao compo- 
nentes estruturais dos ribossomos. 

RNA sense . Transcrito primario de mRNA que contem uma re¬ 
giao codificante (sequencia contfgua de codons), traduzi- 
da para produzir um polipeptfdio. 

Roentgen (r). Unidade de radiagao ionizante. 

s 

Saco embrionario. Espago grande e de paredes finas dentro do 
ovulo das espermatofitas no qual se desenvolvem a oosfera 
e, apos fertilizagao, o embriao; o gametofito feminino ma- 
duro em plantas superiores. 

Salto no cromossomo (chromosome jumping). Procedimento que 
usa grandes fragmentos de DNA para o deslocamento des- 
contfnuo de um sftio para outro ao longo de um cromosso¬ 
mo. (Veja tambem Clonagem posicional.) 

Segregagao. Separagao dos cromossomos patemos e matemos 
na meiose; separagao dos alelos em heterozigotos; ocor- 
rencia de diferentes fenotipos na prole, resultante da se¬ 
paragao de cromossomos ou alelos nos pais heterozigotos; 
primeira lei de Mendel da hereditariedade. 

Selegao. Sobrevivencia e reprodugao diferenciais entre os ge- 
notipos; os fatores mais importances que modificam as fre- 
quencias dos alelos em grandes populagoes. 

Selegao artificial. A pratica de escolher individuos de uma po- 
pulagao para reprodugao, geralmente porque esses indivf- 
duos tern uma ou mais caracterfsticas desejaveis. 

Selegao em massa. No cruzamento de vegetais e animais, a es- 
colha de individuos para reprodugao em toda a populagao 
tomando como base os fenotipos individuals, e nao os fe¬ 
notipos de seus parentes. 

Selegao genetica. Exposigao de uma celula ou de um organis- 
mo a condigoes ambientais nas quais so e capaz de sobrevi- 
ver se tiver um gene ou elemento genetico especffico. 

Selegao natural. Sobrevivencia e reprodugao diferencial na 
natureza que favorecem individuos mais adaptados ao am- 
biente; eliminagao de organismos menos aptos. 

Selenocisteina. Aminoacido que contem selenio (numero ato- 
mico 34) em vez de enxofre na cistefna. 

Selenoproteina. Protefna que contem o aminoacido seleno- 
cistefna. 

Semidominante. Termo designativo de alelos nos quais o fenoti- 
po de um heterozigoto e intermediario entre os fenotipos 
dos homozigotos correspondentes. 

Semiesterilidade. Condigao de fertilidade apenas parcial em 
zigotos de vegetais (p. ex., milho); geralmente associada 
a translocagoes. 

Sequencia -10. Veja Sequencia TATAAT. 

Sequencia -35. Veja Sequencia de reconhecimento. 

Sequencia CAAT (CAAT box). Sequencia nucleotfdica conser- 
vada em promotores eucarioticos participantes do infcio 
da transcrigao. 

Sequencia da regiao 3' (downstream ). Sequencia em uma unida¬ 
de de transcrigao depois do sitio de infcio da transcrigao 
(mais proxima da extremidade 3')- O par de nucleotidios 
no DNA correspondence ao nucleotidio na extremidade 
5' do transcrito (RNA) e designado +1.0 par de nucleoti¬ 
dios subsequente e designado +2. Todas as sequencias de 
nucleotidios subsequentes (+) sao sequencias da regiao 3' 
(cf. Sequencia da regiao 5'). 


Sequencia da regiao 5' (upstream), Sequencia em uma unida¬ 
de de transcrigao que precede o sitio de infcio da trans¬ 
crigao (esta mais proxima da extremidade 5'). O par de 
nucleotidios no DNA correspondente ao nucleotidio na 
extremidade 5' do transcrito (RNA) e designado +1.0 par 
de nucleotidios precedente e designado -1. Todas as se¬ 
quencias de nucleotidios precedentes (-) sao sequencias 
da regiao 5' (cf. Sequencia da regiao [downstream]). 

Sequencia de agao cis, Sequencia de nucleotidios que afeta ape¬ 
nas a expressao de genes localizados no mesmo cromosso¬ 
mo, isto e, cis em relagao a si mesma. 

Sequencia de consenso. Sequencia nucleotfdica presente na 
maioria dos sinais ou elementos geneticos que desempe- 
nham uma fungao especffica. 

Sequencia de insercao. Veja Elemento IS. 

Sequencia de reconhecimento (sequencia -35). Sequencia nu¬ 
cleotfdica (consenso TTGACA) em promotores procario- 
ticos a qual se liga o fator sigma da RNA polimerase duran¬ 
te o infcio da transcrigao. 

Sequencia de Shine-Dalgarno. Sequencia conservativa em 
mRNA procarioticos que e complementar a uma sequencia 
proxima da terminagao 5' do RNA ribossomico 16S e parti- 
cipa do infcio da tradugao. 

Sequencia lider. Segmento de uma molecula de mRNA que vai 
da terminagao 5' ate o codon de iniciagao da tradugao. 

Sequencia TATA (TATA box). Sequencia promotora conserva- 
da que determina o sitio de infcio da transcrigao. 

Sequencia TATAAT (sequencia -10). Sequencia rica em AT nos 
promotores procarioticos que facilita o desenrolamento lo- 
calizado do DNA e o infcio da sfntese de RNA. 

Sequenciamento aleatorio (shotgun) de genoma inteiro. Tecni- 
ca de sequenciamento de genomas que inclui a clivagem 
aleatoria de todo o genoma em pequenos fragmentos, se¬ 
quenciamento das extremidades desses fragmentos e uso 
de supercomputadores para montar a sequencia completa 
por alinhamento de sequencias superpostas. 

Sexo heterogametico. Que produz gametas diferentes no que 
diz respeito aos cromossomos sexuais. Em seres humanos, 
o homem XY e heterogametico e a mulher XX e homoga- 
metica. 

Sexo homogametico. Produz gametas iguais no que diz respeito 
aos cromossomos sexuais (cf. Sexo heterogametico). 

Sexodugao. Incorporagao de genes bacterianos a fatores F e 
transference subsequente, por conjugagao, para uma ce¬ 
lula receptora. 

Shelterina. Complexo proteico que se liga aos telomeros e pro¬ 
tege o DNA contra degradagao. 

Silenciador. Sequencia de DNA que ajuda a reduzir ou bloque- 
ar a expressao de um gene adjacente. 

Simbionte. Organismo que vive em fntima associagao com ou¬ 
tro organismo diferente. 

Sinai de termino. Na transcrigao, uma sequencia nucleotfdica 
que especifica o termino da cadeia de RNA. 

Sinapse. Pareamento de cromossomos homologos na profase 
meiotica. 

Smdrome. Grupo de sinais e sintomas que ocorrem juntos e 
representam uma doenga especffica. 

Sfndrome de cri-du-chat, Disturbio provocado pela delegao de 
uma pequena regiao do brago curto de um cromossomo 
5 humano. 
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Smdrome de imunodeficiencia adquirida. Veja AIDS. 

Smdrome de imunodeficiencia combinada grave (SCID). Gru- 
po de doencas caracterizadas pela incapacidade de respos- 
ta imune, seja humoral, seja celular. 

Smdrome de Klinefelter. Disturbio causado pela presenga de 

dois cromossomos X e um cromossomo Y no cariotipo hu- 
mano. 

SINE (elementos nucleares intercalados curtos). Famflias de 
elementos transponfveis curtos (150 a 300 pb), moderada- 
mente repetitivos, de eucariotos. A famflia SINE mais co- 
nhecida e a famflia Alu em seres humanos. 

Sintema. Ocorrencia de dois loci no mesmo cromossomo, sem 
levar em conta a distancia entre eles. 

Sitio aminoacil (A). O sftio de ligacao do ribossomo que recebe 
o influxo de aminoacil-tRNA. 

Sitio de restrigao. Sequencia de DNA clivada por uma enzima 
de restrigao. 

Sitio de saida (E). O sitio de ligacao do ribossomo que contem 
o tRNA livre antes de sua liberacao. 

Sitio peptidil (P). O sitio de ligagao do ribossomo que contem 

o tRNA ao qual esta ligada a cadeia polipeptidica em for- 
magao. 

Sitios hipersensiveis. Regioes no DNA altamente suscetiveis a 
digestao por endonucleases. 

Sobredominancia. Condigao na qual os heterozigotos sao supe- 
nores (em alguma escala de medida) a qualquer um dos 
homozigotos associados a ele. 

Southern blot. Transference de fragmentos de DNA de gel de 

eletroforese para membrana de celulose ou ndilon por 
agao capilar. r 

SRY (regiao do Y determinante do sexo). Gene ligado ao Y 
em seres humanos e outros mamiferos que codifica uma 
proteina, o fator determinante testicular, que tern papel 
fundamental no desenvolvimento masculino. 

STS (sitios marcados por sequencia). Sequencias de DNA iso- 
ladas curias (geralmente de 200 a 500 pb) que sao ampli- 
ficadas por PGR e usadas para ligar mapas ffsicos e mapas 
geneticos. 

Subespecie. Uma entre duas ou mais populagoes diferentes do 
ponto de vista morfologico ou geografico, mas intercruza- 
das de uma especie. 

Substituigao de base. Substituigao de uma base em uma mole- 
cula de DNA. (Veja tambem Transigao; Transversao.) 
Substituigao genica. Incorporagao de um transgene em um 
cromossomo em sua localizagao normal por recombinagao 
homologa, assim substituindo a copia do gene original- 
mente presente no locus. 

Substituigao nao sinonima. Troca de um par de bases em um co¬ 
don que altera o aminoacido especificado por esse codon. 
Substituigao sinonima. Substituigao de um par de bases em um co¬ 
don sem alteragao do aminoacido especificado pelo codon. 
Super-helice. Molecula de DNA que contem torgoes adicionais 
em razao do superenrolamento (super-helices positivas) 
ou subenrolamento (super-helices negativas). 

Super-helicoidizagao negativa. Formagao de estruturas tercia- 
rias helicoidais em moleculas de DNA bifilamentares com 
extremidades fixas (que nao sao livres para girar) quando 
ha subenrolamento das moleculas. 


Taq polimerase. DNA polimerase termoestavel isolada da bacte- 
ria termofflica Thermits aquaticus. 

Taxa de concordance. Entre os pares de itens identifkados 
porque um membro do par tern determinada caracteris- 
tica, a frequencia com que o outro membro do par tern a 
mesma caracterfstica. 

Tay-Sachs, doenga de. Disturbio autossomico recessivo, letal em 
seres humanos, caracterizado por degeneragao neurologi- 
ca e morte na fase micial da infancia. A doenga e causada 
pela ausencia da enzima hexosaminidase A. 

T-DNA. Segmento de DNA no plasmidio Ti de Agrobacterium tu- 
mefaciens que e transferido para celulas vegetais e inserido 
no cromossomo do vegetal. 

Telofase. Ultimo estagio de cada divisao mitotica ou meiotica 
no qual os cromossomos sao montados nos polos do fuso 
de divisao. 

Telofase I. Estagio da primeira divisao meiotica em que os cro¬ 
mossomos duplicados se reunem no polo de uma celula 
em divisao e come^am a se descondensar. 

Telofase II. Estagio da segunda divisao meiotica em que os cro¬ 
mossomos se reunem no polo de uma celula em divisao e 
comegam a se descondensar. 

Telomerase. Enzima que acrescenta sequencias de telomeros as 
extremidades de cromossomos eucariotos. 

Telomero. Estrutura especial encontrada na extremidade de 
cromossomos eucarioticos. 

Teoria cromossomica da hereditariedade. Teoria que afirma 
que os cromossomos contem as informagoes geneticas e 
que seu comportamento durante a meiose constitui a base 
fisica para a segregagao e a distribuigao independente de 
genes. 

Teoria neutra. Teoria segundo a qual a evolugao de caracterfsti- 
cas com efeito mmimo ou nulo sobre a aptidao e um pro- 
cesso aleatorio que inclui mutagao e deriva genetica. 

Terapia genica. O tratamento de doengas hereditarias median- 
te mtrodugao de cdpias selvagens do gene defeituoso cau- 
sador do disturbio nas celulas de individuos afetados. Se as 
celulas reprodutivas forem modifkadas, o procedimento e 
denominado terapia genica de celulas germinativas ou heredi¬ 
taria. Se as celulas modificadas nao forem reprodutivas, o 
procedimento e denominado terapia genica de celulas soma- 
ticas ou nao hereditaria. 

Terapia genica de celulas germinativas (hereditaria). Tratamen¬ 
to de um disturbio hereditario pelo acrescimo de copias 
ativas (selvagens) de um gene as celulas reprodutivas (ger¬ 
minativas) de um indivfduo que tern copias defeituosas do 
gene em questao (cf. Terapia genica de celulas somaticas 
[nao hereditaria]), 

Terapia genica de celulas somaticas (nao hereditaria). Trata¬ 
mento de um disturbio hereditario pelo acrescimo de co¬ 
pias ativas (selvagens) de um gene as celulas nao germina¬ 
tivas de um indivfduo que tern copias defeituosas do gene 
em questao (cf. Terapia genica de celulas germinativas 
[hereditaria]). 

Ternunalizagao. Movimento de repulsao dos centromeros de 
bivalentes nos estagios diplotenos da profase meiotica que 
tende a mover os quiasmas visfveis em diregao as extremi- 
dades dos bivalentes. 
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Termino (da sintese de DNA, RNA ou proteinas). Liberagao de 
uma macromolecula completa (DNA, RNA ou polipepti- 
dio) apos a incorporacao da ultima subunidade (nucleott- 
dio ou aminoacido). 

Teste cis-trans. Construgao e analise de heterozigotos cis e 
trans de pares de mutagoes para verificar se as mutagoes 
estao no mesmo gene ou em dois genes diferentes. Para 
que o teste seja informativo, e preciso que o heterozigo- 
to cis tenha o fenotipo selvagem. Se essa condigao for 
atendida, as duas mutagoes estao no mesmo gene se o 
heterozigoto trans tiver o fenotipo mutante e estao em 
dois genes diferentes se o heterozigoto trans tiver o feno¬ 
tipo selvagem. 

Teste de complementagao (teste tram). Introdugao de duas 
mutagoes recessivas na mesma celula para determinar se 
sao alelos do mesmo gene, ou seja, se afetam a mesma fun- 
gao genetica. Se as mutagoes forem alelicas, o genotipo 
+/+ ni 2 exibira um fenotipo mutantej caso contrario, o 
fenotipo sera selvagem. 

Testosterona. Hormonio esteroide que induz o desenvolvimen- 
to de caracteristicas masculinas. 

Tetrade. As quatro celulas originadas da segunda divisao meio- 
tica em vegetais (tetrades de polen) ou fungos (ascospo- 
ros). O termo tambem e usado para idendficar o grupo de 
quatro cromatides formado pela associagao de cromosso- 
mos homologos duplicados durante a meiose. 

Tetraploide. Organismo cujas celulas contem quatro conjuntos 
haploides (4 n) de cromossomos ou genomas. 

Tetrassomico. Relativo a um nucleo ou organismo que tern 
quatro membros de um de seus cromossomos, enquanto o 
restante do complemento cromossomico e diploide. (For¬ 
mula cromossomica: 2n + 2.) 

TFIIX (fator de transcrigao X para RNA polim erase n>. Protei- 
na necessaria para o inicio da transcrigao por RNA poli- 
merase II em eucariotos; X representa qualquer um dos 
diferentes fatores designados A a F. 

Timina (T). Base pirimidmica encontrada no DNA. As tres ou- 
tras bases organicas - adenina, citosina e guanina - sao en- 
contradas tanto no RNA quanto no DNA, mas no RNA, a 
timina e substituida por uracila. 

Tipo selvagem. O fenotipo habitual ou padrao para compara- 
gao. 

Topoisomerase. Enzima que introduz ou remove super-helices 
do DNA. 

Tradugao. Sintese de protema (polipeptidio) direcionada por 
um RNA mensageiro especifico; ocorre em ribossomos. 

Trafego. Mo\imento de substancias atraves do citoplasma de 
uma celula, geralmente guiado por membranas, vesfculas 
e componentes do citoesqueleto. 

Transatuante. Termo que descreve substancias difusiveis e ca- 
pazes de afetar estruturas celulares separadas no espago. 

Transcrigao. Processo de formagao de RNA ao longo de um 
molde de DNA. A enzima RNA polimerase catalisa a for¬ 
magao de RNA a partir de trifosfatos de ribonucleosidio. 

Transcriptase reversa. Enzima que catalisa a smtese de DNA 
usando um molde de RNA. 

Transcriptoma. O conjunto completo de RNA transcritos de 
um genoma. 

Transcrito. Molecula de RNA produzida por transcrigao de um 
gene. 


Transcrito primario. Molecula de RNA produzida por transcri¬ 
gao antes de qualquer modificagao pos-transcricional; tam¬ 
bem denominada pre-mRNA em eucariotos. 

Transdugao (t). Recombinagao genetica em bacterias mediada 
por bacteriofago. Transdugao abortiva: o DNA bacteriano 
e injetado por um fago em uma bacteria, mas nao se re¬ 
plica. Transdugao generalizada: qualquer gene bacteriano 
pode ser transferido por um fago para uma bacteria recep- 
tora. Transdugao restrita: a transferencia de DNA bacteria¬ 
no por um fago temperado e restrita a apenas um sftio no 
cromossomo bacteriano. 

Transdugao de sinal. Processo pelo qual um sinal molecular, 
como um hormonio, passa intemamente dentro de uma 
celula por um sistema de moleculas para alterar o estado 
celular. 

Transdugao especializada. Recombinagao em bacterias media¬ 
da por um bacteriofago que so e capaz de transferir genes 
em um pequeno segmento do cromossomo da celula do- 
adora para uma celula receptora (cf. Transdugao genera¬ 
lizada) . 

Transdugao generalizada. Recombinagao em bacterias media¬ 
da por um bacteriofago capaz de transferir qualquer gene 
bacteriano da celula doadora para uma celula receptora 
(cf. Transdugao especializada). 

Transfecgao. Captagao de DNA por uma celula eucariotica, se- 
guida pela incorporagao ao genoma celular de marcadores 
geneticos presentes no DNA. 

Transferase terminal. Enzima que acrescenta nucleotidios as 
terminagoes 3' das moleculas de DNA. 

Transformagao (cancerosa). Conversao de celulas eucarioticas 
que crescem em cultura em um estado de crescimento ce¬ 
lular descontrolado (semelhante ao crescimento de celulas 
tumorais). 

Transformagao (genetica). Alteragao genetica de um organis¬ 
mo desencadeada pela incorporagao de DNA estranho as 
celulas. 

Transformagao mediada por Agrobacterium tumefaciem. Proces¬ 
so natural de transferencia de DNA da bacteria A. tumefa- 
ciens para vegetais. 

Transgene. Gene estranho ou modificado que foi introduzido 
em um organismo. 

Transgenico. Termo aplicado a organismos que foram modifi- 
cados por introdugao de moleculas de DNA. 

Transigao alosterica. Interagao reversfvel de uma molecula de 
protema com uma pequena molecula que modifica o for- 
mato da protema e, consequentemente, altera a interagao 
dessa protema com uma terceira molecula. 

Transigao. Mutagao causada pela substituigao de uma purina 
por outra purina ou de uma pirimidina por outra pirimidi- 
na no DNA ou RNA. 

Translocagao. Troca de posigao de um segmento de um cro¬ 
mossomo para outra parte do mesmo cromossomo ou para 
outro cromossomo. 

Translocagao robertsoniana. Rearranjo no qual os bragos lon- 
gos de dois cromossomos homologos se uniram nos cen- 
tromeros, ou perto deles, e os bragos curtos desses cromos¬ 
somos se perderam. 

Transposase. Enzima que catalisa o deslocamento de uma se- 
quencia de DNA para outro sitio em uma molecula de 
DNA. 
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Transposon composto. Elemento transponivel formado quan- 
do dois transposons identicos ou quase identicos se inse- 
rem de cada lado de um segmento nao transponivel de 
DNA - por exemplo, o transposon bacteriano Tn5. 

Transposon de “cortar e colar”. Elemento transponivel que e 
excisado de uma posigao no genoma e inserido em outra 
pela acao da transposase, uma enzima codificada por trans¬ 
poson. 

Transposon replicativo. Elemento transponivel replicado du¬ 
rante o processo de transposigao. Tn3 em E. coli e um 
exemplo. 

Transposons. Elementos de DNA capazes de se deslocarem 
("transpor”) de uma posigao para outra em uma molecula 
de DNA. 

Transversao. Mutagao causada pela substituigao de uma pirimi- 
dina por uma purina ou de uma purina por uma pirimidi- 
na no DNA ou RNA. 

2', 3'-Trifosfatos de didesoxirribonucleosidio (ddNTPs). Pre- 
cursores de DNA de termino da cadeia (trifosfatos de 
nucleosfdios) com um atomo de hidrogenio (H) ligado 
ao carbono 3' em lugar do grupo hidroxila (OH) obser- 
vado em precursores de DNA normals (2'-trifosfato de 
desoxirribonucleotfdio); os ddNTPs sao usados em rea¬ 
ches de sequenciamento do DNA. 

Tri-hibrido. A prole de pais homozigotos que diferem em tres 
pares de genes. 

Trissomico. Celula ou organismo diploide que tern um cromos- 
somo a mais em um par (formula cromossomica: 2n + 1). 
Um caso espedfico desse disturbio e denominado trisso- 
mia. 


Univalente. Cromossomo nao pareado na meiose. 

Universalidade (do codigo genetico). Os codons tern o mesmo 
significado, com pequenas excegoes, em praticamente to- 
das as especies. 

Uracila (U). Base pirimidmica encontrada no RNA, mas nao no 
DNA. No DNA, a uracila e substitufda por timina. 

V 

Valor critico. Valor limiar de uma estatfstica que define uma 
fracao da distribuigao de frequencia da estatfstica. Uma es¬ 
tatfstica por amostragem maior que esse valor critico con- 
firma a rejeigao da hipotese testada. 

Valor medio dos pais. Em genetica quantitativa, a media dos 
fenotipos dos pais. 

van der Waals, interacoes de. Atragoes fracas entre atomos mui- 
to proximos. 

Variagao. Em biologia, a ocorrencia de diferengas entre indi- 
vfduos. 

Variagao continua. Variagao nao representada por classes dis- 
tintas. Os individuos misturam-se e a analise requer dados 
de medida (cf. Variacao descontmua) . Em geral, multiplos 
genes sao responsaveis por esse tipo de variacao. 

Variagao descontmua. Variabilidade fenotfpica de classes distin- 
tas como a cor vermelha ou branca, estatura elevada ou 
ana (cf. Variagao continua). 

Variagao transgressiva. Aparecimento na geragao F 2 (ou poste¬ 
rior) de individuos que apresentam desenvolvimento mais 
extremo de uma caracteristica do que os pais. 


Trivalente. Associagao entre tres cromossomos durante a 
meiose. 

tRNA supressor. tRNA mutante que reconhece um ou mais dos 
codons de termino e insere um aminoacido em um sitio 
onde normalmente a tradugao terminaria. 

tRNA f Met . O tRNA de metionina que especifica a iniciagao de ca- 
deias polipeptidicas em procariotos (cf. tRNA Met , tRNA Met ). 

tRNA Met . O tRNA de metionina que especifica a iniciagao de ca- 
deias polipeptidicas em eucariotos (cf. tRNA^ 6 *, tRNA Met ). 

tRNA Met . O tRNA de metionina que responde aos codons in- 
temos de metionina, e nao aos codons de iniciagao (cf 
tRNA f Met , tRNA Met ). 

Tubuiina. Principal proteina constituinte dos microtubulos de 
celulas eucarioticas. 

Turner, sindrome de. Fenotipo associado ao genotipo XO em 
seres humanos. 


Variancia genetica aditiva. A proporgao da variancia fenotipi- 
ca total em uma caracteristica quantitativa decorrente dos 
efeitos aditivos de alelos. 

Variancia. Medida da variagao em uma populagao; o quadrado 
do desvio padrao. 

Vanegagao por efeito de posigao. Variagao fenotfpica em um 
indivfduo causada por alteragao na posigao genomica 
de um gene. Em geral, esse tipo de variagao e observado 
quando um gene naturalmente localizado na eucromatina 
e deslocado por um rearranjo cromossomico para uma re- 
giao heterocromatica do genoma. 

Vetor bifuncional. Plasmfdio capaz de se replicar em dois orga- 
nismos diferentes, como leveduras e E. coli 

Vetor de clonagem. Molecula de DNA pequena, capaz de au- 
torreplicagao — geralmente um plasmfdio ou um cromos¬ 
somo viral — na qual sao inseridos DNA estranhos durante 
o processo de clonagem de genes ou de outras sequencias 
de DNA de interesse. 


u 

Unidade de crossing over. Medida da distancia em mapas gene- 
ticos baseada no numero medio de eventos de crossing over 
ocorridos durante a meiose. Um intervalo de mapa com 
comprimento de uma unidade de crossing over (as vezes 
denominada centiMorgan) significa que so uma em cada 
cem cromatides recuperadas da meiose sofreram um even- 
to de crossing over nesse intervalo. 

Unidade de mapa. Veja Unidade de crossing over. 

Unidade de transcngao. Segmento de DNA que contem sinais 
de infcio e termino da transcngao e e transcrito em uma 
molecula de RNA. 


Vetor. Plasmfdio ou cromossomo viral que pode ser usado para 
construir moleculas de DNA recombinantes a serem intro- 
duzidas em celulas vivas. 

Via anabolica. Via de sfntese de um metabolito; via de biossfn- 
tese. 

Via catabolica. Via pela qual uma molecula organica e degra- 
dada para obter energia para o crescimento e os outros 
processos celulares; via de degradagao. 

Viabilidade. Capacidade de viver e se desenvolver normalmente. 

Vigor hibrido (heterose). Crescimento, forga e saude incomuns 
de hfbridos heterozigotos derimdos de dois homozigotos 
menos vigorosos. 
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Virus da imunodeficiencia humana (HIV). Retrovirus causador 
da smdrome de imunodeficiencia adquirida (AIDS) em 
seres humanos. 

VNTR. Veja Repeticao em serie em numero variavel. 

w 

Western blot. Transferencia de proteinas de gel de eletroforese 
para membrana de celulose ou nailon por agao de uma 
forga eletrica. 

Y 

YAC (cromossomos artificiais de levedura). Vetores de clona- 
gem lineares elaborados a partir de elementos essenciais 
de cromossomos de levedura. Conseguem acomodar inser- 
goes de DNA estranho de 200 a 500 kb. 


z 

Z-DNA. Dupla helice levogira que se forma em moleculas de 
DNA ricas em GC. O Z refere-se a disposigao em zigue- 
-zague da cadeia principal de agucar-fosfato nessa forma 
de DNA. 

Zigoteno (zigonema). Estagio da meiose em que ocorre a sinap- 
se; sucede o leptoteno e precede o paquiteno na profase 
meiotica. 

Zigoto. Celula produzida pela uniao de duas celulas sexuais ma- 
duras (gametas) na reprodugao; tambem designa, em ge- 
netica, o indmduo que se desenvolve a partir dessa celula. 





